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IJ sl 
JI sl/en 
AI Mycoplasma canis je bakterija, oportunistični patogen,  ki je bila izolirana iz psov z 
urogenitalnimi boleznimi in težavami s plodnostjo. Izolirali so jo tudi iz tkiv drugih 
sesalcev. Eksperimentalne okužbe z M. canis povzročajo kronična vnetja sečnice in 
obmodka ter vnetje stene maternice. Okužbo z M. canis povezujejo tudi z 
neplodnostjo pri psih, vendar direktnega dokaza za to še ni. O pasjih mikoplazmah 
in njihovih viruletnih dejavnikih, patogenosti ter učinkih na gostitelja ni veliko 
podatkov. V okviru magistrske naloge smo preverili vpliv okužbe trajne pasje 
celične linije DH82 z M. canis. V določenih časovnih intervalih smo opazovali 
vpliv na viabilnost celic DH82 in njihovo morfologijo ter z metodo PCR v realnem 
času spremljali  izražanje genov za vnetne citokine IL-1β, IL-6, IL-8 in 
transkripcijski dejavnik NFĸB1. Merili smo tudi izločanje dušikovega oksida (NO) 
in število živih bakterij v supernatantih celic DH82. Ugotovili smo, da se je 
izražanje gena za IL-1β tekom okužbe zviševalo. Izražanje gena za IL-6 se je 
zviševalo do 6 h po okužbi, medtem ko je po 12 h začelo padati. Izražanje gena za 
IL-8 se je tekom okužbe postopno poviševalo in je bilo najvišje po 48 h. Vpliv na 
viabilnost celic DH82 se je začel kazati 24 h po okužbi in je bil po 48 h še bolj 
izrazit. Koncentracija živih bakterij v supernatantih celic DH82 se je tekom okužbe 
spreminjala in je bila najnižja 48 h po okužbi. Spremenjenih koncentracij NO v 
supernatantih DH82 nismo zaznali. S pridobljenimi rezultati smo dobili delno sliko 
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LA sl 
Al sl/en 
AB  Mycoplasma canis is an opportunistic pathogen of dogs, isolated from dogs with 
urogenital diseases and infertility. It has also been isolated from other mammals. 
Experimental infections with M. canis produced chronic urethritis, epididymitis and 
endometritis. However, more work is needed to establish whether M. canis is linked 
to infertility. Little is known about virulence factors and pathogenicity of canine 
mycoplasmas and their effect on the host. We analyzed the influence of M. canis 
infection on the immortilized canine cell line DH82. After infection of the DH82 
cell line with M. canis we followed the changes in viability and morphology of 
DH82 cells. Using the real-time PCR method, we analyzed relative changes in gene 
expression of inflammatory cytokines IL-1β, IL-6, IL-8 and transcription factor 
NFĸB1. Moreover, we analyzed the release of nitric oxide (NO) and the 
concentration of viable bacteria in DH82 cell supenatants during infection. The 
infection resulted in gradual increase of IL-1β gene expression. The expression of 
IL-6 gene gradually increased until 6 h after infection and dropped until 12 h after 
infection. Also IL-8 gene expression gradually increased during infection, however 
the expression was the highest 48 h after the infection. The viability of DH82 cells 
dropped 24 h and even more obviously 48 h after infection. The concentration of 
viable bacteria in DH82 cell supernatants varied during the infection and it was the 
lowest 48 h after the infection. We did not detect any changes in NO concentrations 
in DH82 cell supernatants after the infection. The gained results give us a partial 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
AIDS sindrom pridobljene imunske pomankljivosti (angl. aquired immune 
deficiency syndrome) 
AP-1 aktivatorski protein 1 (angl. activator protein 1) 
ATP adenozin trifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
CD označevalec pripadnosti (angl. cluster of differentiation) 
cDNA komplementarna deoksiribonukleinska kislina (angl. complementary 
deoxyribonucleic acid 
CDV    virus pasje kuge (angl. canine distemper virus)  
CFU enota za vrednotenje števila bakterij, ki pomeni število enot (bakterij) v 
vzorcu, ki tvorijo kolonije (angl. colony forming units) 
Cq 
CXCR 
cikel kvantifikacije (angl. quantification cycle) 
kemokinski receptor CXC (angl. C-X-C chemokine receptor) 
DEPC dietilpirokarbonat (angl. diethylpyrocarbonate) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
dNTP deoksiribonukleozidtrifosfat (angl. deoxyribonucleosidetriphosphate) 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic acid) 
EMEM osnovno modificirano gojišče (angl. Eagle's minimum essential medium) 
FBS fetalni goveji serum (angl. fetal bovine serum) 
FC relativna sprememba v izražanju tarčnega gena (angl. fold change) 
GM-CSF
  
granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči faktor (angl. granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) 
IFN interferon 
IKK kinazni kompleks IB (angl. IκB kinase) 
IL interlevkin 
IL-1RAcP dodatni protein IL-1R (angl. accessory protein – IL-1R) 
X 
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IRAK4 z IL-1 receptorjem povezana kinaza 4 (angl. IL-1 receptor-associated 
kinase 4) 
JAK Janusova kinaza (angl. Janus kinase) 
LPS lipopolisaharid 
LTβR limfotoksin β receptor (angl. lymphtoxin β-receptor) 
M-CSF monocitne kolonije stimulirajoči faktor (angl. monocyte colony-
stimulating factor) 
MCP-1 monocitni kemoprivlačni protein 1 (angl. monocyte chemoattractant 
protein 1) 
MHC poglavitni histokompatibilnostni kompleks (angl. major histocompatibility 
complex) 
MilliQ prečiščena in deionizirana voda 
MIP-1 makrofagni vnetni protein 1 (angl. macrophage inflamatory protein) 
MyD88 mieloidni diferenciacijski dejavnik 88 (angl. myeloid differentiation factor 
88) 
NEAA raztopina neesencialnih aminokislin (angl. non-essential amino acid 
solution) 
NFĸB jedrni dejavnik ojačevalnega zaporedja kapa lahke verige aktiviranih 




NFB inducirajoča kinaza (angl. NFĸB inducing kinase) 
dušikov oksid (angl. nitric oxide) 
PAMP s patogeni povezani molekularni vzorec (angl. pathogen-associated 
molecular pattern) 
PBS fosfatni pufer (angl. phosphate-buffered saline) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
PMN polimorfonuklearni levkocit (angl. polymorphonuclear leukocyte) 
PRR receptor za prepoznavo molekularnih vzorcev na mikrobih (angl. pattern 
recognition receptor) 
qPCR verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. quanititative (real-
XI 
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time) polymerase chain reaction) 
ROS 
RLR 
reaktivna kisikova zvrst (angl. reactive oxygen species) 
RIG-I podobni receptorji (angl. RIG-I-like receptors) 
rRNA ribosomska ribonukleinska kislina (angl. ribosomal ribonucleic acid) 
STAT3 prenosnik signala in aktivator transkripcije 3 (angl. signal transducer and 
activator of transcription 3) 
TGF-β transformirajoči rastni faktor beta (angl. transforming growth factor beta) 
TLR Toll-u podobni receptor (angl. Toll-like receptor) 
TNFα dejavnik tumorske nekroze (angl. tumor necrosis factor) 
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Mikoplazme so najmanjši in najenostavnejši organizmi, ki so še zmožni samostojne rasti in 
podvojevanja. Taksonomsko jih uvrščamo v razred Mollicutes, kamor uvrščamo bakterije 
brez celične stene (Razin in Hayflick, 2010; Sirand-Pugnet in sod., 2007).  
 
V naravi so razširjene kot paraziti ljudi, sesalcev, kuščarjev, rib, členonožcev in rastlin 
(Razin in Hayflick, 2010; Razin in sod.,1998a). Ena izmed glavnih značilnosti mikoplazem 
je majhnost njihovega genoma. Zaradi tega imajo omejene metabolne možnosti za 
podvojevanje in preživetje. Prav zato je večina mikoplazem parazitov, ki so specifični za 
gostitelja in tkivo (Rottem, 2003).  
 
Večina človeških in živalskih mikoplazem se trdno pritrjuje na epitelij respiratornega ali 
urogenitalnega trakta in redko invadira v tkiva (Razin in Hayflick, 2010). Nekatere 
mikoplazme so razvile mehanizme, ki jim omogočajo vstop v sicer nefagocitirajoče celice. 
To predstavlja veliko prednost, saj jih znotrajcelična lokacija ščiti tako pred gostiteljevim 
imunskim sistemom kot tudi pred delovanjem številnih antibiotikov (Rottem, 2003). 
 
Do danes so pri psih zaznali ali izolirali 15 vrst mikoplazem. Nekatere vrste so patogene in 
številne bolezni kot so anemija, artritis, neplodnost in respiratorne bolezni pripisujejo 
mikoplazmam (Chalker, 2005; Chalker in sod., 2004).  
 
Mycoplasma canis (M. canis) lahko okužuje številne sesalce, vendar je najbolj poznana kot 
komenzal ali oportunistični pasji patogen (Chalker, 2005). Izolirali so jo iz psov z 
urogenitalnimi boleznimi in težavami s plodnostjo, navkljub dolgi terapiji z antibiotiki. Pri 
psih naseljuje prostato, obmodek in vnete stene mehurja (L’Abee-Lund in sod., 2003).  
 
O virulentnih dejavnikih in patogenosti pasjih mikoplazem vemo zelo malo. Nadaljnje 
študije, usmerjene v raziskovanje viruletnih dejavnikov in patogenosti, so nujno potrebne 
za podrobnejše razumevanje, kakšni so učinki mikoplazem na gostitelja, razjasnitev vloge 
specifičnih antigenov in nenazadnje opredelitev narave imunskega odziva na te organizme 
tekom okužbe (Chalker, 2005).  
1.1 CILJI NALOGE 
 
Cilji naše naloge so bili vezani na in vitro model, trajno celično linijo pasjih makrofagov 
DH82, in sicer smo na tej liniji želeli: 
 
- preveriti, kako okužba z bakterijo M. canis vpliva na izražanje genov za citokine 
IL-1β, IL-6, IL-8 in za transkripcijski dejavnik NFĸB, 
- preveriti, kako okužba z M. canis vpliva na viabilnost celic DH82, 
- preveriti, kako se tekom okužbe spreminja število živih mikoplazem v gojišču in 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Po pregledu literature in pred samim začetkom dela, smo postavili naslednje hipoteze: 
 
- In vitro okužba celic DH82 z M. canis bo vplivala na izražanje genov za citokine 
IL-1β, IL-6, IL-8 in za transkripcijski dejavnik NFĸB. 
- In vitro okužba z M. canis bo vplivala na viabilnost celic DH82, vendar bo del 
populacije celic ostal živ v testiranem časovnem območju 48 h. 
- Koncentracija živih mikoplazem v gojišču se bo tekom okužbe spremenila. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MIKOPLAZME 
 
Mikoplazme so bakterije, ki jih uvrščamo v razred Mollicutes (molli = mehko; cutis = 
koža) (Razin in Hayflick, 2010). V ta razred uvrščamo bakterije, ki se zaradi svoje 
majhnosti, odsotnosti celične stene, zmanjšanega genoma in poenostavljenih metabolnih 
poti razlikujejo od drugih bakterij. Ti prokariontski organizmi naj bi izhajali iz po Gramu 
pozitivnih bakterij z nizko vsebnostjo gvanina in citozina. Veljajo za najmanjše in 
najenostavnejše organizme, ki so še zmožni samostojne rasti in podvojevanja (Sirand-
Pugnet in sod., 2007).  
Mikoplazme so odkrili leta 1898, ko so jih prvič izolirali iz goveda kot povzročitelje  
pljučnice z vnetjem poprsnice. Kljub relativno zgodnjemu odkritju pa je bila njihova 
narava, razmerje z drugimi mikroorganizmi in taksonomski status dolgo časa skrivnost za 
mikrobiologe. Zaradi njihove majhnosti in zmožnosti prehajanja skozi filtre, ki sicer 
zaustavijo druge bakterije, so bile dolgo časa obravnavane kot virusi (Razin in Hayflick, 
2010). Po odkritju bakterijskih oblik L, ki so morfološko zelo podobne mikoplazmam, so 
jih nekaj časa uvrščali med bakterijske oblike L, ki predstavljajo bakterije, ki so 
popolnoma ali delno izgubile celično steno (Razin in Hayflick, 2010). Trenutno velja, da 
mikoplazme izhajajo iz po Gramu pozitivnih bakterij, ki so tekom evolucije izgubile 
celično steno. Glavna razlika med mikoplazmami in bakterijskimi oblikami L je, da je 
izguba stene pri mikoplazmah le en izmed dogodkov, ki so se zgodili v evoluciji 
mikoplazem. Bakterijske oblike L pa so nastali z delno ali celotno izgubo celične stene, z 
minimalnimi spremembami v genomu (Razin, 1992). Napredki v šestdesetih in 
sedemdesetih letih prejšnega stoletja v znanju o ultrastrukturi, celični membrani, genomu 
in metabolnih poteh mikoplazem so pripeljali do spoznanja, da gre za najmanjše 
organizme, ki so še zmožni samopodvojevanja (Razin in Hayflick, 2010). 
Prav zaradi izgube celične stene imajo mikoplazme veliko svojevrstnih značilnosti, kot so 
občutljivost za osmotski šok in detergente ter odpornost proti penicilinu. Tvorijo kolonije v 
obliki ocvrtega jajca. Celice so kroglaste oblike, velike od 0,3–0,8 µm. Za dedni material 
imajo krožno dvoverižno molekulo DNA, ki je gosto pakirana (Razin in Hayflick, 2010).  
V nasprotju z drugimi bakterijami mikoplazme rastejo relativno počasi. Generacijski čas je 
navadno v območju med eno in tremi urami, pri nekaterih vrstah celo do 9 ur (Drexler in 
Uphoff, 2002).  
Predstavnike razreda Mollicutes filogenetsko uvrščamo v pet skupin: anaeroplazme 
(anaeroplasma), asteroplazme (asteroplasma), hominis, pneumoniae in spiroplazme. 
Skupine se naprej delijo na filogenetske razvojne linije. Skupina hominis se deli na 8 
ločenih filogenetskih linij: Mycoplasma bovis, Mycoplasma equigenitalium, Mycoplasma 
hominis, Mycoplasma lipophilum, Mycoplasma neurolyticum, Mycoplasma pulmonis, 
Mycoplasma sualvi in Mycoplasma synoviae (Johansson in Pettersson, 2002; Chalker in 
Brownlie, 2004).  
Mikoplazme imajo omejeno metabolno aktivnost. Primarno je omejena na ustvarjanje 
energije. Njihov respiratorni sistem je okrnjen. Imajo nepopoln cikel citronske kisline, 
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nimajo kinonov in citokromov, kar pomeni da nimajo mehanizma za produkcijo ATP 
(Razin in sod., 1998a). Specifične substrate za presnovo pridobivajo od gostitelja, kar naj 
bi vplivalo na njihovo patogenost. Glede na sposobnost presnove ogljikovih hidratov, jih 
delimo na fermentativne in nefermentativne mikroorganizme (Razin in Hayflick, 2010). 
Nefermentativne vrste mikoplazem izkoriščajo arginin hidrolazno pot za izgradnjo ATP in 
tako hitro porabijo zaloge arginina v gostitelju, kar vpliva na sintezo beljakovin, rast in 
delitev gostiteljske celice  (Pollack in sod., 1997; Rottem in Barile, 1993). Nekateri sevi 
teh mikoplazem povzročajo kromosomske aberacije v gostiteljskih celicah, najpogosteje 
prelome kromosomov, multiple translokacije, zmanjšanje ali povečanje števila 
kromosomov. Histoni so namreč bogati z argininom in mikoplazme, ki porabljajo zaloge 
arginina v gostiteljski celici, tako inhibirajo sintezo histonov in posledično povzročajo 
poškodbe kromosomov (Pollack in sod., 1997; Razin in sod. 1998).  
Največjo oviro pri raziskovanju mikoplazem in laboratorijski diagnostiki predstavlja 
njihovo gojenje. Mikoplazme ne sintetizirajo holesterola in so v tem pogledu povsem 
odvisne od gostitelja. Pri gojenju mikoplazem moramo tako uporabljati kompleksna 
gojišča, ki so vir fosfolipidov in holesterola. V ta namen običajno v gojišča dodajamo 
konjski serum. Raziskave genoma mikoplazem Mycoplasma genitalium (M. genitalium) in 
Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae) so pokazale, da ti dve mikoplazmi nimata 
genov, ki so vpleteni v sintezo aminokislin, kar pomeni, da sta popolnoma odvisni od zalog 
aminokislin iz okolja, kar moramo upoštevati pri njunem gojenju (Himmelreich in sod., 
1996; Dahl, 1993).  
2.1.1 Razširjenost mikoplazem 
 
Mikoplazme so v naravi razširjene kot paraziti, ki naseljujo ljudi, sesalce, plazilce, ribe, 
členonožce in rastline. Seznam gostiteljev vztrajno raste, tako kot tudi samo število vrst 
mikoplazem. Ponavadi so specifične za gostitelja in tkiva, čeprav obstajajo številni primeri 
prisotnosti mikoplazem v gostiteljih in tkivih, ki ne predstavljajo njihovega primarnega 
habitata. Pri ljudeh in živalih primarno naseljujejo sluznico respiratornega in 
urogenitalnega trakta, oči, prebavni trakt in sklepe (Razin in sod., 1998a). Ko vstopijo v 
svojega gostitelja se tam množijo in preživijo dolgo časa. Ti mikroorganizmi so razvili 
molekulske mehanizme potrebne za interakcijo z gostiteljevim imunskim sistemom, 
prenosom in kolonizacijo v novega gostitelja. Ti mehanizmi vključujejo mimikrijo 
gostiteljskih antigenov, preživetje znotraj fagocitnih in nefagocitnih celic in fenotipsko 
plastičnost (Rottem, 2003).  
Mikoplazem ne najdemo zgolj v naravnih habitatih, temveč okužujejo tudi celične kulture, 
kjer zaradi odpornosti proti večini antibiotikov, ki se uporabljajo pri gojenju celičnih 
kultur, predstavljajo velik problem. Prav zaradi njihove majhnosti in fleksibilnosti celične 
membrane jim je omogočeno prehajanje skozi bakterijske sterilizacijske filtre (Drexler in 
Uphoff, 2002). Kontaminacija celičnih kultur z mikoplazmami je lahko neopazna, saj pri 
okužbah z mikoplazmami ne pride do očitne nenavadno hitre rasti bakterij, kot je značilno 
za druge bakterijske ali glivne okužbe in niti ne do očitnega nazadovanja v rasti 
gostiteljskih evkariontskih celic. Prav tako so morfološke celične spremembe minimalne 
ali neopazne. Pogosto so spremembe v z mikoplazami okuženih celičnih linijah enake kot 
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pri pomanjkanju hranil (aminokislin, sladkorjev ali prekurzorjev nukleinskih kislin) 
(Rottem, 2003).  
2.1.2 Interakcija mikoplazem z gostiteljem 
 
Za številne živalske mikoplazme velja, da je zmožnost kolonizacije in povzročitve okužbe 
odvisna od sposobnosti pritrditve na gostiteljevo tkivo. Pri teh mikoplazmah je pritrditev 
glavni virulentni dejavnik. Med mikoplazmami je najbolj raziskana adhezija pri  
M. pneumoniae, ki pri ljudeh povzroča atipično pljučnico in naseljuje respiratorni trakt in 
pri M. genitalium, ki primarno naseljuje urogenitalni trakt. Pritrditev teh mikroorganizmov 
na respiratorni ali urogenitalni epitelij je začetni in ključni korak v kolonizaciji tkiva in 
posledično je to tudi ključni korak v patogenezi bakterije. Za uspešno pritrditev 
mikoplazem na receptorje gostiteljskih celic so potrebni ustrezni mikoplazemski adhezini 
in akcesorni proteini, ki jih imajo mikoplazme in receptorji na gostiteljskih celicah 
(Rottem, 2003).   
Znanstveniki so se dolgo časa ukvarjali z vprašanjem, ali mikoplazme lahko vstopajo v 
gostiteljske celice. Kljub zgodnjim dokazom, da ptičje mikoplazme lahko prehajajo v 
piščančje fibroblaste, je dolgo časa veljalo splošno mnenje, da so živalske mikoplazme 
površinski paraziti, z izjemo znotrajceličnih mikoplazem pri insektih. Novo raziskovanje 
tega področja se je začelo z odkritjem znotrajcelične lokacije Mycoplasma fermentans v 
različnih nefagocitnih celicah pri bolnikih z AIDS-om. Leta 1993 so odkrili novo 
mikoplazmo, Mycoplasma penetrans, ki je sposobna vstopa v človeške celice in vivo in in 
vitro. Temu je sledilo mnogo novih opisov znotrajcelične lokalizacije drugih vrst 
mikoplazem. Prav znotrajcelična lokacija naj bi mikoplazme branila pred učinki 
imunskega sistema gostitelja in antibiotikov (Hayflick in Stinebring, 1960; Razin, 1992; 
Yavlovich in sod., 2004; Razin in Hayflick, 2010). 
Bakterijska invazija evkariontskih celic vključuje kompleksne celične procese tako 
bakterijske kot gostiteljske celice (Rottem, 2003). Invazijo povezujemo z adhezini na 
bakterijski celici in receptorji na gostiteljski celici (Chaussee in sod., 2000; Shaw in 
Falkow, 1988). Površinski proteini in lipidi, ki omogočajo adhezijo po vsej verjetnosti 
vplivajo tudi na invazijo. Kljub temu pa sama pritrditev na gostiteljsko celico še ne sproži 
verige dogodkov, ki vodijo do invazije (Rottem, 2003).  
Pritrditev mikoplazem na površino gostiteljskih celic lahko zmoti membranske receptorje 
ali spremeni mehanizme transporta celice (Rottem, 2003). Mikoplazme lahko proizvajajo 
citotoksične metabolite (peroksid in superoksidovi radikali) in citolitične encime 
(fosfolipaze), ki porušijo integriteto celične membrane (Almagor in sod., 1986; Shibata in 
sod., 1995; Rottem, 2003). Določene mikoplazme po okužbi sprožijo vakuolizacijo 
gostiteljskih celic. Najverjetnejši mehanizem, ki vodi do tega, je akumulacija peroksida ob 
invaziji evkariontske celice (Borovsky in sod., 1998). 
Skoraj vse invazivne bakterije, ki pridejo v stik z gostiteljem, sprožijo prerazporeditev 
citoskeleta, ki omogoča internalizacijo bakterije (Guzman in sod., 1994; Finlay in sod., 
1991; Oelschlaeger in Kopecko, 2000). Oba procesa sta rezultat kaskade signalne 
transdukcije, ki se zgodi v gostiteljski celici. Tako kot pri številnih drugih procesih 
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signalne transdukcije, ki jih sprožajo bakterije, so tudi tukaj vključene kinaze in/ali 
fosfataze (Oelschlaeger in Kopecko, 2000; Ring in Tuomanen, 2000). Narava signalov in 
mehanizmi za prenos še niso razjasnjeni (Rottem, 2003). 
2.1.3 Patogenost mikoplazem 
 
Večina mikoplazem je komenzalov in pri mnogih členonožcih naj bi bili celo simbioti. V 
primeru patogenih mikoplazem, so okužbe redko akutnega tipa, ponavadi povzročajo 
kronična vnetja. Nekateri zagovarjajo, da so mikoplazme pravzaprav skoraj popolni 
paraziti, ki običajno živijo v harmoniji s svojim gostiteljem. Kljub temu določene bolezni 
dokazano povzročajo mikoplazme, na primer bolezni dihal, ki jih povzroča Mycoplasma 
pneumoniae. Poleg teh so nekatere bolezni neznanega izvora povezali z mikoplazmami. Te 
vključujejo možno vlogo mikoplazem kot kofaktorjev pri patogenezi AIDS-a, zalivskega 
sindroma, sindroma kronične utrujenosti, Crohnovi bolezni in artritisu (Razin in sod., 
1998; Razin in Hayflick, 2010).  
Molekularne osnove patogenosti mikoplazem so bolje opisane za tiste vrste, ki okužujejo 
ljudi in nekatere komercialno pomembne živali (perutnino), za nekatere vrste mikoplazem 
pa so v večji meri še vedno neznane. Klinična slika okužb z mikoplazmami pri ljudeh in 
živalih se kaže predvsem v poškodbah tkiva, ki jih povzroči imunski in vnetni odziv 
gostitelja, ne pa kot direkten vpliv mikoplazem. Vseeno pa velja, da vodikov peroksid in 
superkisikovi radikali, ki jih izločajo mikoplazme, povzročajo oksidativne poškodbe na 
celičnih membranah gostitelja (Razin in sod., 1998).  
2.1.4 Mehanizmi, ki spodbujajo evolucijo in raznolikost mikoplazem 
 
Najverjetneje vse mikoplazme, ki naseljujejo ljudi in živali, posedujejo prefinjen genetski 
mehanizem, ki povzroča pogoste spremembe v izražanju in/ali strukturi sorodnih 
površinskih lipoproteinov, zasidranih v membrano. Ti mehanizmi jim omogočajo hitro 
spreminjanje antigenskega profila in s tem pobeg pridobljenemu imunskemu odzivu 
gostitelja. V veliki meri prispevajo k preživetju in prilagoditvi mikoplazem, poleg tega pa 
zaradi dinamičnosti in plastičnosti genskega nabora prispevajo k raznolikosti znotraj sevov 
in vrst (Citti in sod., 2000; Nussbaum in sod., 2002; Nouvel in sod., 2009, 2010). Nekateri 
od teh mehanizmov temeljijo na mestno-specifični rekombinaciji, drugi delujejo preko 
spontanih mutacij v regijah, ki so nagnjene k insercijam/delecijam znotraj enostavnih 
ponavljajočih zaporedij. Posledica tega je znotrajklonsko preklaplanje izražanja in 
spreminjanje velikosti površinskih antigenov (Citti in sod., 2010). Mikoplazme nimajo 
nekaterih komponent odziva SOS in številnih proteinov za popravljanje DNA, ki jih sicer 
najdemo pri drugih bakterijah. Zaradi omejenega genoma so spontane mutacije edino 
sredstvo za njihovo hitro adaptacijo na okolje (Rocha in Blanchard, 2002; Carvalho in sod., 
2005; Citti in Blanchard, 2013).  
Nedavne raziskave primerjalne genomike so odkrile nov glavni mehanizem za hitro 
evolucijo in adaptacijo sevov in vrst mikoplazem. Gre za horizontalni genski prenos, za 
katerega predvidevajo, da se zgodi preko konjugacije. Ta pojav je skozi leta postal močna 
gonilna sila v mikrobni evoluciji. Podatki primerjalne genomike in rekonstrukcija 
filogenetskega drevesa so pokazali, da je približno 18 % genoma bakterije Mycoplasma 
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agalactiae doživelo horizontalni genski prenos s filogenetsko oddaljeno mikoidno skupino 
(Sirand-Pugnet in sod., 2007a; Sirand-Pugnet in sod., 2007b; Citti in Blanchard, 2013). 
Horizontalni genski prenos je bil odkrit tudi pri ptičjih mikoplazmah, med Mycoplasma 
gallisepticum in Mycoplasma synoviae in pri človeških mikoplazmah, kot so Mycoplasma 
hominis in Ureaplasma parvum (Vasconcelos in sod., 2005; Pereyre in sod., 2009). 
Zanimivo je, da je hitro spreminjanje faze in velikosti površinskih strukturnih elementov 
opisano samo pri mikoplazmah, ki kolonizirajo imunokompetentne gostitelje (Mycoplasma 
in Ureaplasma). Do sedaj teh dogodkov še niso opazili pri mikoplazmah, ki okužujejo 
rastline in insekte (Spiroplasma in  Phytoplasma) (Citti in sod., 2010).  
2.1.5 Modulacija imunskega sistema 
 
Za številne vrste mikoplazem velja, da aktivirajo monocite, magrofage in astrocite in 
sprožijo nastajanje vnetnih citokinov (TNF-, IL-1 in IL-6), kemokinov (IL-8), 
monocitnega kemotaktičnega proteina 1 (MCP-1), makrofagnega vnetnega proteina 1 
(MIP-1), granulocitne in makrofagne kolonije stimulirajoče faktorje (GM-CSF), 
prostaglandinov in dušikovega oksida (Salman, et al., 1994).  
Mikoplazemske okužbe niso nujno povezane z močnim vnetnim odzivom in nekatere 
mikoplazme naseljujejo respiratorni in urogenitalni trakt brez očitnih kliničnih simptomov. 
Rottem (2003) predpostavlja, da pri določenih mikoplazemskih okužbah, poleg sprožitve 
nastajanja vnetnih citokinov, pride do zniževanja izražanja NFB ali do sprožitve izražanja 
protivnetnih citokinov (IL-4, IL-10, IL-13).  
Deli mikoplazem, ki so sposobni indukcije citokinov so lipoproteini, superantigeni in 
fosfoglikolipidi, ki vsebujejo holin (Ruuth in Praz, 1989; Cole, 1991; Mühlradt in Frisch, 
1994; Cole in sod., 1996; Chambaud in sod., 1999). 
Mikoplazme so sposobne stimulirati ali utišati limfocite na nespecifičen poliklonalni način, 
tako in vivo kot in vitro. Poleg vplivanja na limfocite, modulirajo aktivnost 
monocitov/makrofagov in celic naravnih ubijalk ter sprožijo produkcijo širokega spektra 
citokinov in kemokinov (Razin in sod., 1998; Razin in Hayflick, 2010). 
2.1.6 Mikoplazme pri psih 
 
Prisotnost mikoplazmem pri psih so prvič opisali leta 1934. Do danes so pri psih zaznali ali 
izolirali 15 vrst mikoplazem: Acholeplasma laidlawii, Mycoplasma arginini, Mycoplasma 
bovigenitalium, Mycoplasma canis, Mycoplasma cynos, Mycoplasma felis, Mycoplasma 
feliminutum, Mycoplasma gateae, Mycoplasma haemocanis, Mycoplasma edwardii, 
Mycoplasma molare, Mycoplasma maculosum, Mycoplasma opalescens, Mycoplasma 
spumans in Ureaplasma canigenitalium (Chalker in sod., 2004). Nekatere vrste so 
patogene in številne bolezni kot so anemija, artritis, neplodnost in respiratorne bolezni 
pripisujejo mikoplazmam (Chalker, 2005).  
Mikoplazme pri psih predstavljajo del normalne bakterijske mikrobiote zgornjega 
respiratornega trakta (Rosendal, 1982, cit. po Chalker in sod., 2004), medtem  ko obstajajo 
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nasprotujoča si poročila o prisotnosti mikoplazem v spodnjem  respiratornem  traktu 
zdravih psov (Chalker in sod., 2004).  
Zanimivo je, da so mikoplazme, ki okužujejo pse, različnega filogenetskega izvora. Večina 
vrst je uvrščena v taksonomsko skupino Hominis rodu Mycoplasma, z izjemo M. 
heamocanis in U. canigenitalium, ki spadata v skupino Pneumoniae in A. laidawii in M. 
feliminutum, ki spadata v skupino Acholeplasma. Raznolikost se kaže v vsebnosti GC- 
parov znotraj vsake vrste, ki sega od 23,8 do 36 %. Podobno se različne vrste pasjih 
mikoplazem razlikujejo v velikosti genoma (606 do 1650 kb) (Chalker, 2005).  
Gojenje mikoplazem na agarskih ploščah še vedno ostaja najbolj pogosta metoda za 
detekcijo prisotnosti mikoplazem v pasjih vzorcih. Kljub relativno preprostemu gojenju 
pasjih mikoplazem, veterinarji redko zaprosijo za detekcijo mikoplazem v kliničnih 
vzorcih in le nekaj laboratorijev rutinsko goji te mikroorganizme. Razlog za to je 
najverjetneje v kompleksnem in zato dragem gojišču, vključno z delovno intenzivnem 
pregledovanjem plošč za ugotavljanje  kolonij pod svetlobnim mikroskopom. Tipična 




Slika 1: Kolonija M. canis na trdnem agarskem gojišču pod svetlobnih mikroskopom (40x 
povečava). 
 
Posameznih vrst pasjih mikoplazem ne moremo razlikovati glede na morfologijo kolonij. 
Večina pasjih mikoplazem namreč na trdnem gojišču tvori izjemno podobne kolonije. Do 
razlik v izgledu kolonij prihaja včasih tudi znotraj vrste, zato identifikacija posamezne 
vrste ne more temeljiti zgolj na ocenjevanju morfologije kolonij. Mešane okužbe so 
izredno pogoste in le teh ne moremo zaznati preko morfologije kolonij (Chalker, 2005). 
Tradicionalno so pasje mikoplazme identificirali s serološkimi metodami, ki so temeljile na 
za vsako vrsto ali serološko skupino specifičnem antiserumu. Pomakljivost teh metod pa je 
v možnosti nastanka navzkrižnih reakcij med nekaterimi vrstami (Rosendal, 1975). Vrste 
pasjih mikoplazem je možno razvrščati v podskupine tudi glede na njihove biokemijske 
profile. Pri tem se uporablja fermentacijo glukoze, hidrolizo arginina in produkcijo 
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fosfataze. Pomankljivost teh metod je razpon antiserumov, potrebnih za identifikacijo, ter 
čas in denar, ki sta potrebna za rast mikroorganizmov za biokemijsko testiranje (Rosendal, 
1974). Vsi našteti dejavniki prispevajo k pomanjkanju laboratorijev, specializiranih za 
identifikacijo pasjih mikoplazem in nizkemu številu laboratorijev, ki rutinsko gojijo in 
identificirajo te bakterije (Chalker, 2005). V veterinarski diagnostiki so bile morda tudi 
zato mikoplazme pogosto spregledane in podcenjene kot potencialni (so)povzročitelji 
določenih bolezni. 
Chalker in Brownlie (2004) sta primerjala genska zaporedja 16 rRNA vseh in medgenska 
zaporedja 16S/23S rRNA skoraj vseh pasjih mikoplazem in s tem omogočila za vrste, ki so 
najpogosteje izolirane iz psov razvoj testov, temelječih na metodi verižne reakcije s 
polimerazo (PCR) (Chalker in sod., 2004). Razvoj teh na PCR temelječih testov je 
omogočil izolacijo in detekcijo vrst, ki predhodno niso bile izolirane s tradicionalnim 
gojenjem. Prednosti testiranja s PCR za identifikacijo mikoplazem je ogromno, vključno s 
tem, da antiserum ni več potreben, krajši čas do potrditve in identifikacije okužbe, kot tudi 
možnost testiranja kliničnih vzorcev brez potrebe po dragih in delovno zahtevnih tehnikah 
gojenja (Chalker, 2005).  
2.1.6.1 Okužbe, ki jih povzročajo mikoplazme pri psih 
 
Zaradi težav z identifikacijo pasjih mikoplazem, se večina študij osredotoča zgolj na 
prisotnost ali odsotnost mikoplazem v različnih kliničnih vzorcih. Posledično o specifičnih 
okužbah, ki jih povzročajo mikoplazme pri psih vemo zelo malo (Chalker, 2005).  
Prvi stik in kolonizacija psov z mikoplazmami se zgodi ob prehodu skozi porodni kanal 
(Eberle in Kirchhoff, 1976). Mikoplazme pri psih  naseljujejo zgornje dele dihalnih poti, 
kjer naj bi tvorile normalno bakterijsko mikrobioto (Rosendal, 1982; Randolph in sod., 
1993). V sapniku ali pljučih jih najdemo le pri 20 do 25 % zdravih psov (Rosendal, 1982). 
Okužbe z mikoplazmami, ki povzročajo bolezni pljuč, so še posebej pogoste pri mladih 
psih (Randolph in sod., 1993). Še vedno ni popolnoma jasno, ali so mikoplazme primarni 
ali sekundarni patogeni pri pljučnih boleznih psov. Mycoplasma cynos (M. cynos) je edina 
vrsta mikoplazem, ki se pogosto pojavlja pri boleznih dihalnih poti (Chalker, 2005). 
Chalker in sod. (2004) so ugotovili, da obstaja povezava med mikoplazmami, ki 
naseljujejo zgornje in spodnje dihalne poti in nalezljivimi boleznimi dihal pri psih.  
Mikoplazme prav tako naseljujejo urogenitalni trakt psov. Pogoste so mešane okužbe z 
drugimi bakterijami in različnimi vrstami mikoplazem (Binder in sod., 1986).  
Pri psih najdemo tudi hemotrofične mikoplazme, ki naseljujejo in rastejo na površini 
eritrocitov. Mycoplasma haemocanis, ki pred uporabo molekularnih metod za detekcijo 
mikoplazem, s tradicionalnim gojenjem nikoli ni bila izolirana, pri psih povzroča hitro 
napredujočo anemijo. Okužbi so najbolj podvrženi imunsko oslabeli psi in psi z 
odstranjeno vranico (Chalker, 2005).  
Mikoplazme so zaradi svoje zgradbe odporne proti betalaktamskim antibiotikom. 
Podaljšana terapija z betalaktami lahko poslabša okužbo. Tretiranje z nebetalaktamskimi 
antibiotiki, kot je na primer doksiciklin ali tetraciklin, bi moralo učinkovati proti večini 
pasjih mikoplazem (Messick, 2003; Chalker, 2005). 
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O virulentnih dejavnikih in patogenosti pasjih mikoplazem vemo zelo malo. Nekatere vrste 
so sposobne vršiti hemolizo na krvnem agarju, kar nakazuje na sintezo hemolitičnih 
encimov. Vsaka vrsta mikopazem ima specifičen antigen, ki ne reagira z antiserumom 
drugih vrst (Rosendal, 1975). Narava teh antigenov še ni pojasnjena in ni znano ali 
protitelesa proti tem antigenom ščitijo pred okužbo. Nekatere vrste, kot sta na primer 
Mycoplasma gateae in Mycoplasma spumans, se serološko delijo na več podskupin, kar 
nakazuje na antigensko variabilnost znotraj vrst (Rosendal, 1974).  
Nadaljne študije, usmerjene v raziskovanje viruletnih dejavnikov in patogenosti, so nujno 
potrebne za podrobnejše razumevanje, kakšni so učinki mikoplazem na gostitelja, 
razjasnitev vloge specifičnih antigenov in nenazadnje opredelitev narave imunskega odziva 
na te mikroorganizme tekom okužbe (Chalker, 2005).  
2.1.6.2 Mycoplasma canis (M. canis) 
 
Mycoplasma canis (M. canis) lahko okužuje številne sesalce, vendar je najbolj poznana kot 
komenzal ali oportunistični pasji patogen (Chalker, 2005). M. canis so izolirali iz psov z 
urogenitalnimi boleznimi in težavami s plodnostjo, navkljub dolgi terapiji z antibiotiki. Pri 
psih so jo izolirali iz prostate, obmodka, nožnice in vnete stene mehurja (L’Abee-Lund in 
sod., 2003; Chalker, 2005).  
M. canis  lahko okužuje tudi druge sesalce. Izolirali so jo iz spodnjega respiratornega trakta 
človeka s pljučnico, kot tudi iz zdravega in bolnega goveda (May in Brown, 2009).  
Brown in sod. (2012) so anotirali genome petih različnih sevov M. canis. Primerjali so 
genome izolatov iz genitalnega trakta (UF31 in UF33) ali možganov (UFG1 in UFG4) s 
sevom PG14T, izoliranim iz pasjega grla. Ujemanje v nukleotidih med posameznimi pari je 
povprečno 98 % in njihove genomske anotacije so podobne. Zaporedja pri sevih PG14T, 
UF31 in UF33 se razlikujejo na mestu, kjer je zapis za katalitsko mesto sialidaze, kar 
najverjetneje razloži razlike med sevi v specifični aktivnosti tega encima (Brown in sod., 
2012).  
Večina sevov M. canis izloča obliko sialidaze (nevramidaze), ki jo kodira gen nanI. Prav 
sialidaza naj bi mikoplazmam omogočala pritrjevanje na celice, prehod skozi celično 
membrano in posledično poškodbo gostiteljske celice (May in Brown, 2009). M. canis se 
pritrjuje na sializirane receptorje na gostiteljski celici (Manchee in Taylor-Robinson, 
1969).  
Michaels in sod. (2016) so dokazali, da je M. canis sposobna pritrjevanja in vstopa v 
gostiteljsko celico. Poleg tega so ugotovili, da imajo različni sevi različen vpliv na 
izločanje vnetnih citokinov (TNF, IL-6, IL-10 in IFN-) iz gostiteljskih celic. Inkubacija 
z mrtvimi mikoplazmami je imela enak učinek na izločanje citokinov kot inkubacija z 
živimi bakterijami, kar potrjuje ugotovitve predhodnih študij, da so dejavniki, ki sprožijo 
produkcijo citokinov diacilirani membranski lipopeptidi. V njihovi študiji pri nobenem 
sevu ter pod nobenim pogojem niso opazili citopatskega učinka, kot je na primer 
nabrekanje, vakuolizacija ali piknoza na gostiteljskih celicah. 
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Citokini in kemokini so signalne molekule, ki so za življenje pomembni tako kot hormoni 
in nevrotransmiterji. So proteini z majhno molekulsko maso, ki sodelujejo pri medcelični 
komunikaciji. Sproščajo jih številne celice, primarno celice imunskega sistema (Arango 
Duque in Descoteaux, 2014). Odkrili so jih v 60. letih prejšnega stoletja in danes poznamo 
več kot 100 različnih proteinov, ki spadajo med citokine (Dinarello, 2007). Te molekule 
koordinirajo številne procese, kot so regulacija lokalnega in sistemskega vnetja, rast celic, 
metabolizem, kemotaksa in obnavljanje tkiv. Primarna naloga citokinov je regulacija 
vnetja in zato igrajo ključno vlogo v regulaciji imunskega odziva pri zdravem stanju in 
boleznih (Arango Duque in Descoteaux, 2014).  
Vsak citokin se veže na specifičen receptor na celični površini in s tem ustvari celično 
signalno kaskado, ki vpliva na celično funkcijo. Pri tem pride do pozitivne ali negativne 
regulacije več genov in njihovih transkripcijskih dejavnikov. Temu lahko sledi nastanek 
drugih citokinov, povečano število površinskih receptorjev za druge molekule, ali 
navsezadnje zmanjšanje učinka samega citokina. Za njih je značilna funkcionalna 
redundanca, kar pomeni, da si različni citokini delijo podobno funkcijo. So pleiotropični, 
saj delujejo na številne različne celične tipe in celice izražajo več kot en receptor za isti 
citokin. Glede na način delovanja jih razdelimo na parakrine (delujejo na okoliške celice), 
avtokrine (delujejo na celice, ki jih izločajo) in endokrine citokine (delujejo na dolge 
razdalje). Večina citokinov ima kratko razpolovno dobo in deluje lokalno parakrino ali 
avtokrino. Medtem ko samo nekateri citokini, ki jih najdemo v krvi, na primer eritropoetin, 
transformirajoči rastni faktor beta (TGF-β) in monocitne kolonije stimulirajoči faktor (M-
CSF), delujejo na mestih, ki so bolj oddaljena od mesta nastanka citokinov. Večinoma jih 
sintetizirajo makrofagi in limfociti, lahko pa jih izločajo tudi polimorfonuklearni levkociti 
(PMN), endotelijske in epitelijske celice, adipociti in vezivno tkivo (Arango Duque in 
Descoteaux, 2014).  
Kemokini so posebna družina citokinov, ki vežejo heparin ter so sposobni vodenja celičnih 
migracij v procesu, ki ga imenujemo kemotaksa. Celice, katere privlačijo kemokini, 
migirirajo proti viru kemokina (Comerford in McColl, 2011). So majhni (6–14 kDa) 
sekrecijski proteini s štirimi cisteinskimi ostanki, ki so pomembni za njihovo strukturno 
integriteto. Glede na razporeditev teh štirih cisteinskih ostankov, jih razdelimo na štiri 
različne razrede: CC, CXC, XC in CX3C (Rollins, 1997). Kemokini igrajo ključno vlogo v 
vodenju celic imunskega sistema do mesta okužbe med imunskih nadzorom. Nekateri 
kemokini med razvojem spodbujajo angiogenezo ter usmerjajo celice do tkiv in s tem 
omogočijo pomembne signale za celično diferenciacijo (Comerford in McColl, 2011). 
Čeprav je kemotaksa njihova glavna funkcija, je njihova fiziološka vloga mnogo bolj 
kompleksna. Mnogi imajo dodatne funkcije pri vzdrževanju hematopoeze in iniciaciji 
odgovorov pridobljene imunosti (Moser in sod., 2004). Med vnetnim odzivom jih 
sproščajo različne celice, tako celice prirojenega kot pridobljenega imunskega sistema 
(Comerford in McColl, 2011). Spoščanje kemokinov je velikokrat spodbujeno s strani 
vnetnih citokinov, kot so TNF, IL-6 in IL-1 (Arango Duque in Descoteaux, 2014).  
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2.2.1 Citokini in makrofagi 
 
Citokini so bistveni za delovanje makrofagov. Uravnavajo sproščanje učinkovitega 
imunskega odziva, povezujejo prirojeno in pridobljeno imunost in vplivajo na mikrookolje 
makrofagov (Arango Duque in Descoteaux, 2014). 
Makrofagi so fagocitirajoče celice prirojenega imunskega sistema. Njihova glavna naloga 
je prepričiti vstop tujkom v telo. Poleg tega odstranjujejo mrtve celice ter reciklirajo 
hranila preko razgradnje odpadnih produktov iz okoliških tkiv. Makrofagi igrajo osrednjo 
vlogo tudi pri vnetju. Sprožijo imunski odziv proti mikroorganizmom, saj so prav 
makrofagi prve celice, ki pridejo v stik s tujki. Prepoznavanje tujkov jim omogočajo Toll-u 
podobni receptorji (TLR) in odstranjevalni receptorji, ki imajo širok spekter specifičnosti 
za ligande, kot so lektini, lipoproteini, proteini, oligonukleotidi, polisaharidi in druge 
molekule. Poleg vseh naštetih funkcij so  makrofagi tudi antigen predstavitvene celice, saj 
imajo na svoji membrani molekule histokompatibilnega kompleksa I in II (MHC I/II) 
(Arango Duque in Descoteaux, 2014).  
2.2.2 Vnetje in citokini 
 
Vnetje je obrambni odziv telesa, ki zagotovi odstranitev škodljivih elementov, kot tudi 
proces celjenja pri obnavljanju poškodovanega tkiva (Medzhitov, 2008). Povzročajo ga 
različni faktorji kot so mikrobne okužbe, poškodbe tkiv in srčni infarkti (Takeuchi in 
Akira, 2010). Prirojen imunski sistem je glavni dejavnik pri akutnem vnetju, katerega 
povzročajo mikrobne okužbe ali poškodbe tkiv (Akira in sod., 2006; Beutler in sod., 2006). 
Poleg tega je prirojena imunost pomembna za aktivacijo pridobljenega imunskega sistema. 
Za zaznavanje prisotnosti mikroorganizmov so odgovorni receptorji za prepoznavo 
molekularnih vzorcev na mikrobih (PRR), med katere vključujemo TLR-je, RIG-I podobne 
receptorje (RLR) in lektinske receptorje tipa C. PRR-ji prepoznavajo strukture, ki so 
ohranjene med mikrobnimi vrstami, t.i. s patogeni povezani molekularni vzorci (PAMP) 
(Takeuchi in Akira, 2010).  
Vnetni odziv vodijo vnetni citokini, kot so TNF, IL-1 in IL-6. To so pleiotropični 
proteini, ki regulirajo delovanje imunskih celic v okviru naravne imunosti in tudi celično 
smrt v tkivu na področju vnetja, spremenijo permeabilnost žil, privabljajo krvne celice do 
mesta vnetja in sprožijo produkcijo proteinov akutne faze.  
2.2.3 Interlevkini 
2.2.3.1 Interlevkin 1 beta (IL-1 
Interlevkin 1 beta (IL-1je močan vnetni citokin, ki je ključen pri obrambnem odzivu 
gostitelja pri okužbah in poškodbah (Dinarello, 1996). Je najbolj preučevan citokin znotraj 
družine interlevkinov 1 (Lopez-Castejon in Brough, 2011). IL-1β je endogeni pirogen, ki 
se sintetizira in sprošča v zgodnjih fazah imunskega odziva na okužbe, lezije in stres. 
Glavni proizvajalci tega citokina so monociti in makrofagi, lahko pa jih sproščajo tudi 
celice naravne ubijalke, celice B, dendritične celice, fibroblasti, epitelijske celice, 
hepatociti, tkivni makrofagi in nevtrofilci. Med vnetjem IL-1β stimulira nastanek proteinov 
akutne faze v ledvicah in deluje na centralni živčni sistem tako, da pride do povišane 
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temperature in sproščanja prostaglandinov. V mastocitih inducira sproščanje histamina, ki 
nato izzove vazodilatacijo in lokalno vnetje. Je kemoatraktant za granulocite, poveča rast 
in diferenciacijo celic T CD4+, spodbuja diferenciacijo v celice pomagalke ter poviša 
izražanje molekul za celično adhezijo na levkocitih in endotelijskih celicah (Ben-Sasson in 
sod., 2009; Arango Duque in Descoteaux, 2014; Santarlasci in sod., 2013; Arend in sod., 
2008). Poleg tega IL-1β poviša izražanje svojega lastnega gena (Carmi in sod., 2009). Za 
uravnoteženje vnetnih in protivnetnih signalnih poti se na isti receptor veže tudi antagonist 
receptorja za IL-1 (IL-1Ra), ki ne sproži vnetne signalne poti kot jo IL-1β (Arango Duque 
in Descoteaux, 2014). 
Nastaja v neaktivni obliki, pro-IL-1β, kot odgovor na PAMPs. Indukcija izražanja pro-IL-
1β je običajno pripravljalni korak in še ne predstavlja učinkovitega signala za izločanje 
proteina. Celice morajo nato priti v stik z naslednjim PAMP, da pride do sprožitve zorenja 
in izločanja aktivne molekule IL-1β (Takeuchi in Akira, 2010; Lopez-Castejon in Brough, 
2011). Pro- IL-1β cepi vnetna proteaza kaspaza-1 (Thornberry in sod., 1992), katero 
aktivira multiproteinski znotrajcelični kompleks inflamasom (molekularno ogrodje 
sestavljeno iz prilagojevalnih molekul, citosolnega PRR in pro-kaspaze-1) (Schroder in 
Tschopp, 2010). Cepitvi sledi hitro sproščanje zrelega proteina IL-1β iz celice (Brough in 
Rothwell, 2007). Mehanizem izločanja iz celice še ni povsem razjasnjen. Ne sledi 
konvencionalni poti sekrecije (endoplazemski retikulum–Golgijev aparat), temveč obstaja 
več kot ena nekonvencionalna pot izločanja (Lopez-Castejon in Brough, 2011). Številni 
načini izločanja IL-1β osvetljujejo izjemen ustroj, ki so ga razviji makrofagi za hitre 
odgovore na vnetne dražljaje (Arango Duque in Descoteaux, 2014).  
IL-1β se veže na receptor IL1-R tipa 1 (IL-1R1) na tarčni celici, kar privede do interakcije 
med IL-1R in dodatnim proteinom IL-1R (IL-1RAcP). To sproži celično aktivacijo preko 
rekrutacije znotrajceličnih signalinih molekul kot so mieloidni diferenciacijski dejavnik 88 
(MyD88), z IL-1 receptorjem povezano kinazo 4 (IRAK4) in s TNF receptorjem 
povezanim faktorjem 6. Signaliziranje preko te poti vodi do aktivacije jedrnega dejavnika 
B (NFB) in posledično izražanja vnetnih citokinov (Takeuchi in Akira, 2010; Lopez-
Castejon in Brough, 2011; Elzinga in sod., 2008). 
Shematični prikaz vezave IL-1β na receptor, je prikazan na sliki 2. 
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Interlevkin 6 spada v družino interlevkinov 6, kamor uvrščamo pleiotropične citokine 
(Peters, in sod., 1998). Ima tako vnetno kot protivnetno vlogo in vpliva na procese 
imunosti, obnove tkiv in metabolizma. Spodbuja diferenciacijo celic B v plazmatke, 
aktivira citotoksične celice T in regulira kostno homeostazo. Podobno kot IL-1β, je tudi IL-
6 endogeni pirogen, ki vpliva na povišano temperaturo in nastajanje proteinov akutne faze 
v jetrih (Arango Duque in Descoteaux, 2014). Izražajo ga številne celice, vključno z 
enojedrnimi fagociti, celice T in B, fibroblasti, endotelijske celice, keratinociti, hepatociti 
in celice kostnega mozga (Jücker in sod., 1991). Vključen je v hematopoezo, kjer igra 
ključno vlogo pri dozorevanju celic B v plazmatke, ki izločajo protitelesa, aktivacijo celic 
T, diferenciacijo in regulacijo celic pomagalk in regulatornih celic T (Kishimoto, 2010; 
Takeda in sod., 1998; Smith in Maizels, 2014).  
IL-6 je topni citokin, ki se sintetizira v endoplazemskem retikulumu (ER). Ob stimulaciji 
makrofagov z LPS, se IL-6 začne kopičiti v Golgijevem aparatu 4 h po stimulaciji 
(Manderson in sod., 2007).  
Vezava IL-6 na receptor IL-6 (IL-6R) sproži prenos signala preko proteinov gp130 (Peters 
in sod., 1998). Proteini gp130 so signalni pretvorniki, značilni za več citokinov znotraj 
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družine IL-6 in so prisotni v različnih celičnih tipih, medtem ko membransko podenoto IL-
6R navadno najdemo samo pri nekaterih limfocitih in hepatocitih (Taga in Kishimoto, 
1997; Goette in sod,, 2010). Ob vezavi citokina na IL-6R se signal prenese preko verig 
gp130, kar aktivira JAK-STAT signalno pot. JAK fosforilirajo receptor in sebe. Sledi 
fosforilacija in dimerizacija transkripcijski dejavnik STAT3. Fosforilirani dimeri STAT3 
potujejo v jedro, kjer sprožijo prepis IL-6-odzivnih genov (Peters in sod., 1998). Ta način 
signaliziranja imenujemo klasično signaliziranje.  
Poleg membranskega receptorja obstaja tudi topna oblika receptorja (sIL-6R), ki lahko 
ujame potujoči IL-6 in s tem omogoči vezavo in aktivacijo gp130 (Turner in sod., 2014). 
Celice, ki ne izražajo IL-6R, se ne morejo odzvati na IL-6, saj gp130 ni sposoben vezave 
citokina. Topna oblika IL-6 (sIL-6R), ki vsebuje ekstracelularni del receptorja, veže IL-6 s 
podobno afiniteto kot membransko vezan IL-6R. Kompleks IL-6 in sIL-6R se lahko veže 
na gp180 na celicah, ki ne izražajo IL-6R in so zaradi tega neodzivne na IL-6. Ta proces 
imenujemo trans-signaliziranje. Prav trans-signaliziranje je del vnetnega odziva, medtem 
ko je membransko vezan IL-6R ali klasično signaliziranje potrebno pri regenerativni ali 
protivnetni aktivnosti citokina IL-6 (Rose-John, 2012).  
Oba tipa signaliziranja sta prikazana na sliki 3. 
 
 
Slika 3: Prikaz klasičnega in trans-signaliziranja IL-6 (Camporeale, 2012: 2307) 
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IL-8, poznan tudi kot CXCL8, je eden izmed prvih in najbolj preučevanih kemokinov, ki 
deluje kot spodbujevalec vnetja (Turner in sod., 2014; Ha in sod., 2017). Je močan 
kemoatraktant za nevtrofilce, pri katerih poleg omenjenega, povzroči degranulacijo in 
morfološke spremembe (Starckx in sod., 2002; Gouwy, 2004). Izločajo ga različni celični 
tipi, vključno z krvnimi monociti, alveolarni makrofagi, fibroblasti in epitelijske celice 
(Peveri in sod., 1988; Kwon in sod., 1994; Wanninger in sod., 2009). Ker so makrofagi ene 
izmed prvih celice, ki se odzovejo na antigen, so najverjetneje prve celice, ki izločijo IL-8 
(Arango Duque in Descoteaux, 2014). Glavna vloga IL-8 je vpoklic nevtrofilcev, čeprav je 
odgovoren tudi za migracijo in aktivacijo limfocitov, bazofilcev in eozinofilcev na mesto 
vnetja (Miller in sod., 1992; Hammond in sod., 1995). Uvrščamo ga v CXC razred 
kemokinov (Ha in sod., 2017). Prisoten je v monomerni ali dimerni obliki in obe sta 
potrebni za aktivacijo nevtrofilcev (Das in sod., 2010). Signal posreduje preko zunajcelične 
vezave na z G-proteinom sklopljenim receptorjem, na CXC kemokinski receptor tipa 1 
(CXCR1) in CXC kemokinski receptor tipa 2 (CXCR2). Oba tipa vežeta IL-8 s podobno 
afiniteto (Holmes in sod.,1991; Murphy in Tiffany, 1991).  
Izražanje IL-8 sprožijo različni citokini (IL-1, IL-6, CXCL12 in TNF), hipoksija, 
reaktivne kisikove zvrsti (ROS), bakterijski delci in drugi dražljaji iz okolja. Pri 
posredovanju signala sodelujeta tudi NFB in aktivatorski protein 1 (AP-1) (Brat, 2005; 
Wald in sod., 2013). Do povišanja izražanja gena za IL-8 vodi kombinacija vsaj treh 
različnih mehanizmov: de-represija promotorja gena IL-8, transaktivacija izražanja IL-8 
preko signalnih poti NFB in JNK ter stabilizacija mRNA za IL-8 s signalno potjo p38 
MAPK. V nestimuliranih celicah je promotor gena za IL-8 reprimiran in s tem kemokin 
nezaznaven (Hoffmann in sod., 2002).   
Ob vezavi IL-8 na receptor CXCR1/2 pride do sklopitve G-proteina in receptorja preko 
fizične interakcije s podenoto Gi. Preko tega se regulirajo številne signalne kaskade, ki 
posredujejo kemotakso in aktivacijo nevtrofilcev (Damaj in sod., 1996). Številne signalne 
kaskade, ki jih sproži vezava IL-8 na CXCR1/2 so predstavljene na sliki 4. Aktivacija 
CXCR1/2 sproži disociacijo receptorja z G-proteinom in sprosti podenoti G iz podenote 
G. Sprostitev podenote G aktivira fosfolipazo C, kar sproži prenos kalcija iz 
endoplazemskega retikuluma v citosol in s tem aktivacijo proteinske kinaze C, ki je ključna 
za kemotakso nevtrofilcev (Wu in sod., 1993, 2012). Pri okužbah in poškodbah tkiv pot 
CXCL8-CXCR1/2 sproži migracijo nevtrofilcev na mesto okužbe ali poškodbe in 
oksidativni izbruh nevtrofilcev ter posledično sprostitev granul, ki odstranijo vnetni 
dražljaj in bakterije na mestu vnetja (Chuntharapai in Kim, 1995; Hartl in sod., 2007). Ta 
pot ščiti gostitelja pred nadaljnimi okužbami in poškodbami tkiv. Motnje v teh poteh imajo 
lahko resne učinke na gostiteljeve mehanizme imunosti proti okužbam in lahko vodijo tudi 
do smrti (Craig in sod., 2009; Samie in sod., 2014).  
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Slika 4: Signalne kaskade IL-8 in receptorjev CXCR1 in CXCR2 (Ha in sod., 2017: 1547) 
 
2.3 JEDRNI DEJAVNIK B (NFB) 
 
Jedrni dejavnik B (NFB) sodi v družino transkripcijskih faktorjev, ki igrajo ključno 
vlogo pri vnetju, imunosti, celični proliferaciji, diferenciaciji in preživetju (Oeckinghaus in 
Ghosh, 2009). Izraža se v skoraj vseh celičnih tipih in tkivih, njegova vezavna mesta pa so 
prisotna na promotorjih/ojačevalcih številnih genov. NFB igra pomembno vlogo pri 
posredovanju odzivov na najrazličnejše zunanje dražljaje, in s tem predstavlja osrednji 
element v številnih fizioloških in patoloških procesih (Oeckinghaus in Ghosh, 2009).  
Družino transkripcijskih faktorjev NFB sestavlja pet članov, in sicer p50, p52, p65 
(RelA), c-Rel in RelB, ki jih kodirajo NFKB1, NFKB2, RELA, REL in RELB. Delijo si N-
terminalno Rel-homologno domeno (RHD), ki je odgovorna za vezavo DNA in 
dimerizacijo (Hayden in Ghosh, 2008). Ti se med seboj povezujejo in s tem tvorijo različne 
transkripcijsko aktivne homo- ali heterodimerne komplekse (Oeckinghaus in Ghosh, 
2009). V citosolu nestimuliranih celic se dimeri NFB nahajo v neaktivni obliki, vezani na 
inhibitorne proteine IB. Fosforilacija inhibitornih proteinov IB, preko kinaznega 
kompleksa IB (IKK), sproži degradacija inhibitorjev, kar omogoči translokacijo NFB v 
jedro ter posledično sprožitev transkripcije tarčnih genov. Aktivnost NFB je v večini celic 
inducirana, v določenih celičnih tipih, kot so na primer zrele celice B, makrofagi, nevroni 
in žilne gladke mišične celice in veliko število tumorskih celic, pa je jedrni protein  lahko 
trajno aktiven (Oeckinghaus in Ghosh, 2009).  
Eni izmed tarčnih genov NFB so tudi geni za glavne komponente imunskega odziva, na 
primer receptorske podenote ali molekule MHC. Transkripcija molekul, ki nadzorujejo 
vnetne procese, na primer citokini, kemokini, adhezini, faktorji komplementa in proteini 
akutne faze, je odvisna od NFB (Chen in Manning, 1995; Kopp in Ghosh, 1995; Wissink 
in sod., 1997). 
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Signalna pot NFB je dolgo veljala za prototipsko vnetno signalno pot, predvsem zaradi 
aktivacije te poti z vnetnimi citokini, kot so IL-1 in TNF in vloge NFB pri izražanju 
drugih vnetnih genov, vključno s citokini, kemokini in adhezini. Te ugotovitve temeljijo na 
podlagi študij in vitro, medtem ko so študije na miših pokazale, da ima NFB pri vnetnih 
procesih poleg spodbujanja vnetja tudi protivnetno vlogo (Lawrence, 2009). 
Prav zaradi številnih pomembnih celičnih procesov, kot so preživetje, rast in imunost, ki so 
regulirani preko NFB, ni presenetljivo, da spremembe v signalnih poteh NFB vodijo v 
resne bolezni kot so artritis, imunska pomakljivost, avtoimunost in rak (Courtois in 
Gilmore, 2006).  
2.3.1 Aktivacija NFB pri vnetju  
 
Aktivacijo signalne poti NFB sprožita najmanj dve ločeni signalni poti. Pot, ki jo sprožijo 
mikrobni produkti in vnetni citokini, kot sta IL-1 in TNF, imenujemo kanonična signalna 
pot. Drugo, tako imenovano alternativno pot, pa sprožijo citokini, ki izhajajo iz družine 
TNF, na primer limfotoksin β (TNFSF3), ligand CD40 (CD40L in TNFSF5), za limfocite 
B aktivirajoči dejavnik, aktivator receptorja NFB (RANKL in TNFSF11), vendar ne 
TNF (Matsushima in sod., 2001; Senftleben in sod., 2001; Dejardin in sod., 2002; 
Novack in sod., 2003; Bonizzi in sod., 2004; Lawrence, 2009). 
Poti se med seboj razlikujeta glede na podenote IKK, ki jih vključujeta. Kompleks IKK 
sestavljata dve kinazni podenoti IKK (IKK1) in IKKβ (IKK2) in regulatorna podenota 
IKK (NEMO). IKKβ regulira aktivacijo kanonične poti, preko fosforilacije IB in za to 
potrebuje podenoto IKK, vendar ne IKK (Zandi in sod.,1997). Na drugi strani, IKK 
aktivira alternativno pot, preko fosforilacije in procesiranja prekurzorja p52, p100, 
neodvisno od obeh podenot IKK in IKKβ (Ghosh in Karin, 2002).  
Kanonično pot aktivira vezava LPS na TLR, TNF na TNFR ali IL-1 na ILR. Preko 
različnih adapterskih proteinov in signalnih kinaz pride do aktivacije IKKβ znotraj 
kompleksa IKK, ki fosforilira inhibitorni protein IB. Posledično pride do 
poliubikvitinacije in proteosomske degradacije IB. Temu sledijo translokacije homo- ali 
heterodimerov NFB v jedro in aktivacije transkripcije tarčnih genov (Hoesel in Schmid, 
2013). Kanonična pot ponavadi vodi v aktivacijo kompleksov RelA, ki regulirajo izražanje 
vnetnih genov in genov za celični preživetje (Lawrence, 2009). 
Alternativna pot aktivacije NFB, imenovana tudi nekanonična signalna pot, izhaja preko 
receptorjev drugega razreda. Ti vodijo do aktivacije z NFB inducirajoče kinaze (NIK), ki 
fosforilira in aktivira IKK. Ta nato fosforilira p100, čemur sledi ubikvitinacija in delna 
ragradnja do p52. Heterodimer RelB/p52 lahko nato potuje v jedro in sproži transkripcijo 
tarčnih genov (Xiao in sod., 2001; Perkins, 2007; Sun, 2011). Alternativna pot navadno 
sproži transkripcijo genov, potrebnih za limfno organogenezo in aktivacijo limfocitov B 
(Lawrence, 2009).  
Obe poti sta predstavljeni na sliki 5. 
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Slika 5: Kanonična in alternativna signalna pot NFB (Lawrence, 2009:2) 
 
 
2.4 CELIČNA LINIJA DH82 
 
Celična linija DH82 je trajna celična linija, ki izhaja iz monocitnih makrofagov 10 let 
starega zlatega prenašalca z maligno histiocitozo. Celice so delno adherentne in rastejo v 
enem sloju. So okrogle in premer posameznih celic varira med 25 do 55 µm. Na površini 
imajo prisotne receptorje Fc. Večina celic ima sposobnost fagocitiranja in nekatere celice 
fagocitirajo druge celice znotraj kulture (Wellman in sod., 1988). Producirajo podobne 
količine TNF, kot makrofagi, ki izvirajo iz pasjih monocitov (Barnes in sod., 2000). 
Izražajo mRNA tipičnih makrofagnih citokinov kot so IL-8, IL-12 in TNF (Grone in sod., 
1999). Vseeno pa se v nekaterih lastnostih ločijo od nerakastih pasjih monocitov. Normalni 
človeški in pasji monociti so pozitivni na alfa naftil acetatno esterazo (ANAE), alfa naftil 
butirat esterazo (ANBE), kislo fosfatazo (CP) in sudan črno B (SBB) ter negativni na 
kloroacetat esterazo (CAE) in alkalno fosfatazo (ALP). V nasprotju so celice DH82 
pozitivne na ANAE, CAE in ACP ter negativne na vse druge omenjene označevalce 
(Wellman in sod., 1988). Poleg tega se od normalnih ločijo v variabilnem številu 
kromosomov in rahlo drugačnem vzorcu izražanja citokinov (Barnes in sod., 2000).  
Celice DH82 se pogosto uporabljajo v raziskavah raka za raziskovanje novih protirakavih 
in proti proliferacijskih učinkovin, kot so flavonoidi ali resveratrol z namenom razvoja 
alternativnih strategij zdravljenja (Silva in sod., 2013; Empl in sod., 2014). Poleg tega so 
bile celice DH82 predlagane kot uporaben model za imunološke raziskave raka 
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(Wasserman in sod., 2012). Celice DH82 se uporablja tudi v raziskavah iz področja okužb. 
Uporabljali so jih v raziskavah virusa pasje kuge (CDV) in izkazale so se kot zanimiv 
model za raziskovanje mehanizmov virusne onkolize (Puff in sod., 2009; Lapp in sod., 
2014). Poleg tega so primeren model za raziskovanje okužb z znotrajcelično bakterijo 
Escherichia canis, ki parazitira pasje monocite in makrofage (Zweygarth in sod., 2013). 
Zaradi svoje hemofagocitne lastnosti so bile uporabljene tudi v študijah citotoksičnosti 
nekaterih antimalarikov (Chikazawa in sod., 2014).  
Heinrich in sod. (2015) so raziskovali, kako število pasaž vpliva na morfološke in 
fenotipske lastnosti celic DH82. V svoji študiji poročajo o očitnih morfoloških razlikah 
med celicami iz zgodnjih (13) in poznih (60) pasaž. Velikost celic iz zgodnjih pasaž se 
je gibala med 8 do 47 m, medtem ko je bila večina celic okrogle oblike. Celice, ki so 
izhajale iz poznih pasaž, so bile podolgovate oblike in opazno večje, od 11 do 133 m. V 
primerjavi z zgodnjimi, so pri poznih celicah opazili dolge izrastke citoplazme. 
Poleg morfologije so raziskovali tudi molekule na celični površini, ki predstavljajo 
značilne označevalce makrofagov. Tekom pasaž se je izražanje določenih označevalcev 
(CD11c, CD14, CD18, CD45 in CD80) občutno zmanjšalo. Tekom gojenja je pri celicah 
DH82 prišlo do izgube tipičnih antigenskih lastnosti makrofagov. S to študijo so pokazali, 
da je izbira primerne pasaže ključna pri načrtovanju in vrednotenju znanstvenih 
eksperimentov s to pasjo tumorsko celično linijo (Heinrich in sod., 2015).  
Barnes in sod. (2000) so raziskovali sposobnost celic DH82, da sintetizirajo različne 
citokine (TNF-α, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 in IL-10). Ugotovili so, da celice DH82 
izražajo mRNA za vse citokine, ki so jih testirali, z izjemo IL-4. Pri spremljanju nastanka 
citokinov na proteinskem nivoju so po stimulaciji z LPS zaznali povišano koncentracijo 
TNF-α in IL-6 v supernatantu, medtem ko prisotnosti IL-1 niso zaznali v nobenem 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Celična linija DH82 
Vse poskuse smo izvedli s celično linijo DH82 (ECACC 94062922). Celice nam je podaril 
prof. dr. Wolfgang Baumgaertner iz  Univerze za veterinarsko medicino v Hanovru.  
Celice DH82 smo gojili v popolnem tekočem hranilnem mediju, ki je vsebovalo osnovni 
hranilni medij Minimal essential medium Eagle (MEME) (Sigma-Aldrich) z dodatkom 10 
% fetalnega govejega seruma (FBS) (GE Health Care Life Sciences), 1 % raztopine 
neesencialnih aminokislin  (NEAA) (Sigma-Aldrich) in 1% streptomicina/penicilina 
(Krka); pH 6,9. 
3.1.2 Bakterijska kultura Mycoplasma canis 
Vse okužbe sesalskih celic smo izvedli z bakterijsko kulturo Mycoplasma canis, sev 
Larissa, ki smo jo dobili iz zbirke mikroorganizmov na Katedri za genetiko, animalno 
biotehnologijo in imunologijo Oddelka za zootehniko Biotehniške fakultete, Univerze v 
Ljubljani. Sev Larissa je bil izoliran iz pasje vagine in ima dokazano močno nevramidazno 
aktivnost (Berčič in sod., 2012; Koprivec, 2016).  
Sestava tekočega gojišča za bakterijsko kulturo Mycoplasma canis je bila naslednja: 13 % 
konjskega seruma (Thermo Scientific), 2,25 % Bacto  PPLO Broth base (BD Difco), 2 % 
glukoze (Sigma),  0,03 % vitaminske zmesi BME (Sigma),  0,12 % ampicilina (Sigma), 0,5 
% fenol rdečega; pH 7,81. 
Sestava trdnega gojišča za bakterijsko kulturo je bila: 16 % konjskega seruma (Thermo 
Scientific), 0,26 % agarja Noble Agar (Difco), 2,26 % agarja Bacto PPLO Broth Agar (BD 
Difco), 2 % glukoze (Sigma), 0,24 % ampicilina (Sigma), 0,03 % vitaminske zmesi BME 
(Thermo Scientific). 
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3.1.3 Oprema 
Uporabljena oprema je prikazana v preglednici 1, kjer je za vsako uporabljeno metodo 
navedeno, kakšno opremo od katerega proizvajalca smo uporabljali. 
 
Preglednica 1: Uporabljena oprema 
Metoda Oprema Proizvajalec 
Priprava gojišča Tehtnica Exacta 310EB Tehtnica, Železniki, 
Slovenija           
 pH meter Lab 850 Schott Instruments, 
Waltham, Massachusetts 
Gojenje celic/delo s 
celicami 
Laminar Biostar in PV-30/70 Telstar, Terrasa, Španija 
 CO2 Inkubator MCO-15AC Sanyo, Moriguchi, Japonska 
 Mikroskopi Olympus CK2, 
Motic AE31, Nikon Eclipse TE 
2000 
Olympus (Tokio, Japonska), 
Motic (Hong Kong, 
Kitajska), Nikon (Tokio, 
Japonska) 
 Naprava za avtomatsko štetje 
celice LunaTM 
Logos Biosystems, Dongan-
gu, Južna Koreja 
 Spektrofotometer BIO-TEK 
EL808 
BIO-TEK, Winooski, ZDA 
 Vodna kopel Kambič, Metlika, Slovenija 
 Centrifuga Tehtnica 322A Tehtnica, Železniki, 
Slovenija 
Izolacija RNA in 
qPCR 
ViiA™ 7 Real-Time PCR 
System  
Applied Biosystems, Life 
Technologies, Waltham, 
Massachusetts, ZDA 
 Namizna centrifuga Eppendorf 
centrifuge 5430R, Grant-Bio, 




(Stockholm, Švedska), Carl 
Roth (Karlsruhe, Nemčija)                                                                   
 Spektrofotometer NanoVue GE Healthcare Life 
Sciences, Chicago, Illinois, 
ZDA 
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V preglednici 2 so navedeni vsi kompleti reagentov, ki smo jih uporabljali pri posameznih 
metodah, skupaj z navedenimi proizvajalci. 
 
Preglednica 2: Uporabljeni kompleti reagentov 
Metoda Komplet reagentov Proizvajalec 
Določanje NO v 
supernatantih 
Griess Reagent system Promega, Madison, 
Wisconsin, ZDA 
Izolacija RNA  RNeasy Mini Kit Qiagen, Venlo, Nizozemska 
Odstranjevanje DNA Dnase I, Rnase-free Thermo Scientific, 
Waltham, Massachusetts, 
ZDA 
Prepis  RNA v cDNA High capacity cDNA Reverse 







3.2.1 Gojenje celic DH82 
Celice DH82 smo gojili v gojitvenih posodicah T-75 ali gojitvenih ploščah s 6 jamicami 
pod kontroliranimi pogoji v inkubatorju (5 % CO2, 37 °C). Celice smo gojili v popolnem 
hranilnem mediju. Ko so celice dosegle 80-90 % konfluentnost, smo jih presadili. Celice 
smo presadili tako, da smo jih s celičnim strgalom postrgali s površine gojitvene posodice, 
prenesli v 15 mL sterilno centrifugirko in centrifugirali 10 min pri 900 obratih na minuto 
(rpm). Po centrifugiranju smo odstranili supernatant, dodali 10 mL svežega gojišča in 
usedlino dobro resuspendirali. Celice smo šteli s pomočjo naprave za avtomatsko štetje 
celic LunaTM in nato v želeni koncentraciji presadili v svežo gojitveno posodico.  
3.2.2 Določanje podvojevalnega časa celic DH82 
Za določitev podvojevalnega časa celic DH82, smo jih ob času 0 nacepili v koncentraciji 
104 celic/mL v gojitvene plošče s 24 jamicami. Ob vsaki časovni točki (24, 48, 72 in 96 h) 
smo celice s celičnim strgalom postrgali s površine, jih resuspendirali in del celične 
suspenzije vzeli za določitev števila celic. Celični suspenziji smo dodali barvilo tripan 
modro v razmerju 1:1 (v/v) in  s pomočjo Neubauerjeve komore za štetje celic prešteli 
celice v vzorcu. Koncentracijo živih celic smo določili s sledečo formulo:  
N = povprečno število celic v posameznem kvadrantu   R  V  104                            ... (1) 
kjer, N predstavlja število živih celic, R faktor redčenja, V volumen celotne celične 
suspenzije in 104 volumen celične suspenzije nad kvadrantom števne komore.  
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Za vsako časovno točko smo določili število celic v dveh paralelkah.  
Podvojevalni čas smo določili s sledečo formulo: 
PČ= t ln2 / ln(Nz / Nk)                                                                                                     ... (2) 
kjer t predstavlja čas inkubacije, Nz število celic na začetku inkubacije, Nk število celic na 
koncu inkubacije, PČ podvojevalni čas (ATCC® ..., 2012).  
3.2.3 Testiranje vpliva gojišča bakterijske kulture na preživetje celic DH82 
Med glavnim poskusom okuževanja celic DH82 z bakterijo Mycoplasma canis smo celice 
gojili v mediju, ki je vsebovalo popoln hranilni medij za celice DH82, vendar brez 
antibiotika in gojišče za mikoplazme, v razmerju 1:1 (v/v). Pred samim glavnim poskusom 
smo zato preverili, ali ima mešan hranilen medij vpliv na rast in viabilnost celic DH82. 
Celice smo nasadili v gojitvene posodice, ki so vsebovale mešan hranilen medij in jih gojili 
v inkubatorju pod kontroliranimi pogoji (5 % CO2, 37 °C). Ob različnih časovnih točkah 
(0, 3, 6, 12, 24 in 48 h) smo prešteli celice in določili njihovo viabilnost z razmerjem med 
skupnim številom celic in številom živih celic v vzorcu. Negativno kontrolo so 
predstavljale celice, ki smo jih gojili v popolnem gojišču za celice DH82.   
3.2.4 Gojenje bakterij in določitev števila bakterij M. canis v vzorcih 
Bakterijsko kulturo M. canis smo dan pred poskusom odmrznili, prestavili v 9 mL 
tekočega gojišča za mikoplazme in inkubirali pri 37 °C. Po približno 18 h so bile celice v 
pozni logaritemski fazi in primerni koncentraciji za poskus.  
Število živih bakterij M. canis v vzorcih smo določili z uporabo metode štetja kolonij na 
ploščah. Ob vsakem vzorčenju smo po centrifugiranju suspenzije celic odvzeli del 
supernatata in različne redčitve le tega nanesli na plošče s trdnim gojiščem. Plošče smo 
inkubirali pod kontroliranimi pogoji v inkubatorju (5 % CO2, 37 °C). Ko so kolonije 
dosegle ustrezno velikost, smo jih prešteli z uporabo mikroskopa. Število kolonijskih enot 
(CFU) smo izračunali po sledeči  formuli:  
CFU = število kolonij x redčitev supernatanta nanešena na ploščo x redčitveni faktor... (3)  
Število bakterij smo določili v času pred samim okuževanjem celic DH82 in ob različnih 
časih vzorčenja (3, 6, 12, 24 in 48 h) tekom glavnega poskusa.  
3.2.5 Določanje dušikovega oksida (NO) v supernatantih celic DH82 
Koncentracijo dušikovega oksida (NO) v supernatantih celic DH82 po okuževanju z 
mikoplazmami smo določili z uporabo komercialnega kompleta Griess Reagent system 
(Promega) kot je opisano v navodilih proizvajalca (Griess ..., 2009).  
Naredili smo navkrižne teste, pri katerih smo testirali tri različne celične linije (DH82, 
HD11 in MDCK) okužene s tremi različnimi vrstami mikoplazem (M. canis, M. cynos in 
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M. synoviae) ter LPS, izoliranim iz bakterije Escherichia coli (E. coli) in bakterije 
Salmonella enterica (S. Enterica).  
Celice MDCK smo gojili v hranilnem mediju MEME z dodatkom 10 % FBS. Celice HD11 
smo gojili v osnovnem hranilnem mediju RPMI-1640 (Sigma Aldrich) z dodatkom 8 % 
FBS in 2 % kokošjega seruma (Sigma).  
Vse tri celične linije smo 24 h pred začetkom okuževanja prenesli v gojitvene plošče s 96 
luknjami in jih do naslednjega dne inkubirali pod kontroliranimi pogoji (5 % CO2, 37 °C). 
Naslednji dan smo vse tri celične linije okužili s tremi vrstami mikoplazem. Kot pozitivno 
kontrolo smo uporabili oba zgoraj omenjena LPS v koncentraciji 1 µg/ml, medtem ko smo 
za negativno kontrolo celicam dodali PBS. Koncentracijo NO v supernatantih smo določili 
spektrofotometrično z uporabo kita Griess Reagent System (Promega) po navodilih 
proizvajalca.  
3.2.6 Potek glavnega poskusa okuževanja celic DH82 z M. canis 
Celice DH82 smo dan pred samim okuževanjem nasadili v gojitvene plošče s šestimi 
jamicami v številu 1  106 na jamico s hranilnim medijem za celice DH82 in tekočim 
gojiščem za mikoplazme v razmerju 1:1 (v/v). Dan po nacepitvi smo celice DH82 okužili z 
bakterijsko kulturo M. canis v razmerju 1:50 (50 bakterijskih celic na eno sesalsko celico). 
Celicam, ki so služile kot negativna kontrola, smo dodali PBS. Pozitivno kontrolo so 
predstavljale celice DH82, katerim smo dodali LPS (100 ng/mL). Sledilo je vzorčenje v 
časovnih točkah: 1, 3, 6, 12, 24 in 48 h. Ob vsakem vzorčenju smo celice  s celičnim 
strgalom postrgali s površine gojitvene posodice, jih resuspendirali s pipetiranjem, del celic 
vzeli za določitev viabilnosti, ostali del centrifugirali, del supernatanta vzeli za določitev 
števila bakterij v vzorcu in pelet shranili pri –80 °C za nadaljne analize. Vse časovne točke 
so imele tri tehnične ponovitve. Celoten protokol smo ponovili še dvakrat in tako dobili tri 
biološke ponovitve. Poenostavljena shema glavnega poskusa je predstavljena na sliki 6.  
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Slika 6: Shema glavnega poskusa 
 
3.2.7 Določanje viabilnosti celic DH82 po okužbi z M. canis   
Viabilnost celic DH82 smo določali s štetjem živih in mrtvih celic po barvanju z barvilom 
tripan modro. Barvilo ne prehaja skozi membrano živih celic in tako obarva samo mrtve 
celice. Ob vsakem vzorčenju smo vzeli del suspenzije celic, dodali barvilo tripan modro v 
razmerju (1:1, v/v) in s pomočjo naprave za avtomatsko štetje celic LunaTM določili 
viabilnost celic DH82. Prav tako smo določili viabilnost pozitivne kontrole, ki je bila 
tretirana z dodatkom LPS v gojišče.  
3.2.8 Izolacija RNA 
Izolacijo RNA smo izvedli z uporabo kompleta reagentov RNeasy Mini Kit (Qiagen) in 
sledili navodilom proizvajalca. Izolacija sestoji iz štirih korakov: homogenizacija 
zamrznjenih celic, izolacija RNA, spiranje RNA in elucija RNA. Za zadostno količino 
izolirane RNA iz vsakega vzorca smo potrebovali približno 4  106 celic. Pred začetkom 
izolacije smo si pripravili svež lizirni pufer tako, da smo pufru RTL dodali 1 % β-
merkaptoetanola (10 µL β–merkaptoetanola na 1 mL pufra RTL).  
3.2.8.1 Homogenizacija zamrznjenih celic 
 
Posameznemu peletu, ki smo ga pridobili s centrifugiranjem (10 min/900 rpm) iz vsakega 
vzorčenja, smo dodali 350 µL RLT pufra. Celice smo lizirali z uporabo vibracijskega 
mešalnika. Nato smo vsak posamezen lizat potegnili z brizgo skozi iglo G20 in lizat 
prenesli v svežo mikrocentrifugirko.  
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3.2.8.2 Izolacija RNA 
 
K celičnemu lizatu smo dodali enak volumen 70 % etanola, zmešali na vibracijskem 
mešalniku in posamezno mikrocentrifugirko nekajkrat obrnili. Vsebino smo prenesli na 
kolono, ki je bila vstavljena v zbiralno centrifugirko in centrifugirali 15 s pri 8000 g. Po 
centrifugiranju smo iz zbiralne centrifugirke odstranili filtrat in kolono namestili nazaj na 
zbiralno centrifugirko.  
3.2.8.3 Spiranje RNA 
 
Na kolono smo dodali 700 µL pufra RW1 in centrifugirali 15 s pri 8000 g. Po 
centrifugiranju smo zavrgli zbiralno centrifugirko in kolono vstavili v svežo zbirno 
centrifugirko. Na kolono smo dodali 500 µL pufra RPE (z dodanim etanolom) in 
centrifugirali 15 s pri 8000 g. Po centrifugiranju smo iz zbiralne centrifugirke odstranili 
filtrat in kolono vstavili nazaj na zbirno centrifugirko. Ponovno smo na kolono dodali  
500 µL pufra in ponovili centrifugiranje kot je opisano zgoraj. Nato smo prazno kolono 
centrifugirali 1 min pri 12000 g in po centrifugiranju kolono vstavili v svežo 
mikrocentrifugirko.  
3.2.8.4 Elucija RNA 
 
Na sredino kolone smo dodali 50 µL vode brez RNaz in centrifugirali 1 min pri 8000 g. Po 
centrifugiranju smo zavrgli kolono in s pomočjo spektrofotometra Nanovue izmerili 
koncentracijo RNA v posameznem vzorcu. Vzorce smo do nadaljne uporabe shranili pri 
–80 °C.  
3.2.9 Odstranjevanje DNA in prepis RNA v cDNA 
DNA smo odstranili z uporabo kompleta reagentov Dnase I, Rnase-free (Thermo 
scientific). Prepis RNA v cDNA smo izvedli z uporabo kompleta reagentov High capacity 
cDNA Reverse transcription kit (Applied Biosystems).  
3.2.9.1 Odstranjevanje DNA iz vzorcev RNA 
 
Ostanke DNA iz posameznih vzorcev, ki smo jih pridobili z izolacijo RNA, smo odstranili 
z uporabo kompleta reagentov Dnase I, Rnase-free (Thermo scientific). Sledili smo 
navodilom proizvajalca.  
V svežo mikrocentrifugirko smo odpipetirali:   
- 1 µg RNA, 
- 1 µL 10 x reakcijskega pufra z MgCl2, 
- 1 U DNase I, 
- vodo DEPC do 10 µL. 
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Mikrocentrifugirke z vzorci smo nato inkubirali 30 min pri 37 °C. Reakcijo smo po  
30 minutah  prekinili tako, da smo dodali 1 µL 50 mM EDTA in vzorce inkubirali 10 min 
pri 65 °C.    
3.2.9.2 Prepis RNA v cDNA 
 
Prepis RNA v cDNA smo izvedli z uporabo kompleta reagentov High capacity cDNA 
Reverse transcription kit (Applied Biosystems), pri čemer smo sledili navodilom 
proizvajalca.  
Najprej smo si pripravili  2x osnovno zmes. Za eno rekacijo smo v svežo mikrocentrigirko 
odpipetirali:  
- 2 µL 10x pufra za obratno prepisovanje,   
- 0,8 µL 25x dNTP-jev (100 mM), 
- 2 µL 10x naključnih začetnih nukleotidov 
- 1 µL reverzne transkriptaze 
- 4,2 µL vode brez nukleaz.  
 
Vsebino mikrocentrifugirke smo zmešali z uporabo vibracijskega mešalnika in 
mikrocentrifugirko prestavili na led. Nato smo pripravili zmesi za prepis RNA v cDNA, ki 
so vsebovale 10 µL osnovne zmesi in 10 µL očiščenega vzorca RNA. Zmesi smo 
premešali s pipetiranjem, kratko centrifugirali in vzorce prestavili v napravo za PCR, kjer 
smo predhodno nastavili naslednje korake:  
Preglednica 3: Program prepisovanja RNA v cDNA 
 Korak 1 Korak 2 Korak 3 Korak 4 
Temperatura 
[°C] 
25 37 85 4 
Čas [min] 10 120 5 ∞ 
Po končanem obratnem prepisovanju smo vzorce do nadaljne uporabe shranili pri – 20 °C.  
3.2.10 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
3.2.10.1 Določitev učinkovitosti pomnoževanja začetnih oligonukleotidov 
 
Začetni oligonukleotidi za posamezne preučevane gene (preglednica 4) so bili ustvarjeni s 
pomočjo programske opreme IDT PrimerQuestSM. Vsi začetni oligonukleotidi so bili 
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Preglednica 4: Začetni oligonukleotidi za izbrane preučevane in vzdrževalna gena 
Ime 
gena 







































Učinkovitost pomnoževanja začetnih oligonukleotidov smo določili tako, da smo ustvarili 
relativno standardno krivuljo iz redčitvene vrste celukupne cDNA, ki predstavlja mešanico 
vseh analiziranih vzorcev. Celokupno cDNA smo pripravili tako, da smo iz vsakega 
analiziranega vzorca vzeli 8 µL cDNA in jih združili v eno mikrocentrifugirko. Nato smo 
iz celokupne cDNA ustvarili serijo petkratnih redčitev. Za pripravo osnovne zmesi za 
kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo v realnem času (qPCR) smo zmešali:  
- 3 µL vode,  
- 5 µL FastStart Universal SYBR Green Master ROX (Roche), 
      -     0,5 µL smiselnega začetnega oligonukleotida (100 mM), 
      -     0,5 µL protismiselnega začetnega oligonukleotida (100 mM), 
      -     1 µL posamezne redčitve cDNA. 
 
Vse analize smo opravili na napravi ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems). Sledila je obdelava podatkov in izrisovanje relativnih standardnih krivulj za 
izbrane preučevane in vzdrževalne gene. Posamezne redčitve smo izrazili v relativnih 
enotah, ki predstavljajo logaritemske vrednosti števila kopij analiziranega gena. Relativne 
standardne krivulje smo izrisali tako, da smo na y-os nanesli vrednosti cikla kvantifikacije 
(Cq) in na x-os logaritemske vrednosti števila kopij analiziranega gena. Učinkovitost (E) 
pomnoževanja začetnih oligonukleotidov smo določili glede na naklon standardne krivulje 
po sledeči formuli: 
 E = 10(-1/k)                                                                                                                      ... (4) 
 
kjer E predstavlja učinkovitost pomnoževanja in k naklon standardne krivulje. 
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3.2.10.2 Določitev relativnih sprememb v izražanju vnetnih genov po okužbi z bakterijo 
M. canis z metodo upoštevanja učinkovitosti pomnoževanja 
 
Za spremljanje relativnih sprememb v izražanju izbranih preučevanih genov v celicah 
DH82 po okužbi z bakterijo M. canis smo izbrali metodo, ki upošteva učinkovitost 
pomnoževanja. Bolha in sod. (2012) so s primerjanjem različnih metod za relativno 
kvantifikacijo izražanja genov ugotovili, da je metoda upoštevanja učinkovitosti 
pomnoževanja primerna za spremljanje majhnih razlik v izražanju genov.  
Izbrane preučevane gene smo analizirani v različnih časovnih točkah (preglednica 5), 
katere smo si izbrali na podlagi že znanih podatkov iz literature.  
Preglednica 5: Časovne točke, pri katerih smo določili spremembe v izražanju genov 
 Časovne točke 
IL-1β 1, 3, 6 in 12 h po okužbi 
NFB 1, 3 in 6 h po okužbi 
IL-6 3, 6 in 12 po okužbi 
IL-8 3, 12, 24 in 48 h po okužbi 
 
Za pripravo osnovne zmesi za kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo v realnem času 
(qPCR) smo zmešali:  
- 3 µL vode,  
- 5 µL FastStart Universal SYBR Green Master ROX (Roche), 
- 0,5 µL smiselnega začetnega oligonukleotida (100 mM), 
- 0,5 µL protismiselnega začetnega oligonukleotida (100 mM), 
- 1 µL vzorca (25x redčitev). 
 
Vsak analiziran vzorec je imel tri tehnične ponovitve. Negativno kontrolo so predstavljali 
neokuženi vzorci in pozitivno kontrolo vzorci, ki so bili okuženi z LPS. Oba vzdrževalna 
gena smo analizirani pri vseh časovnih točkah. Vse analize smo opravili na napravi ViiA™ 
7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).     
Relativno izražanje posameznega preučevanega gena smo izračunali glede na učinkovitost 
pomnoževanja (E) preučevanega gena in geometrijskega povprečja obeh vzdrževalnih 
genov. Spremembe ciklov kvantifikacije (ΔCq) preučevanega in vzdrževalnega gena smo 
izračunali tako, da smo povprečno Cq vrednost preučevanega gena odšteli od povprečne 
Cq vrednosti negativne kontrole: Cq negativna kontrola – Cq preučevani gen. Relativne spremembe v 
izražanju (FC) izbranih vnetnih genov smo izračunali po sledeči formuli (Pfaffl, 2001): 
,                                                                ... (5) 
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kjer FC predstavlja spremembo v izražanju, E učinkovitost pomnoževanja in ΔCq 
spremembo cikla kvantifikacije. 
3.3 STATISTIČNA OBDELAVA REZULTATOV 
 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili statistično metodo Studentov T-test. 
Podatki so statistično značilni, ko je vrednost p < 0,05. Standardno napako pri podatkih, ki 
prikazujejo spremembe v izražanju tarčnih genov smo izračunali iz razlike med Cq 
vrednosti tarčnega gena in Cq vrednosti vzdrževalnega gena. Vse statistične analize smo 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 SPREMLJANJE RASTNE DINAMIKE IN VIABILNOSTI CELIC DH82 IN M. 
canis 
4.1.1 Rastna dinamika in določanje podvojevalnega časa celic DH82 
 
Pred glavnim poskusom smo želeli preveriti rastno dinamiko celic DH82 in določiti njihov 
podvojevalni čas ter optimalne koncentracije in parametre nasaditve za poskus. S temi 
podatki smo si pomagali pri načrtovanju vseh nadaljnih poskusov. Celice smo nacepili v 
gojitvene ploče s 24 luknjami in jih vzorčili na 24 h. Poskus smo naredili enkrat, v dveh 
tehničnih ponovitvah za vsako časovno točko. Iz podatkov smo izračunali podvojevalni 
čas, ki je v primeru naših celic DH82 približno 18 h.  
 
 
Slika 7: Rastna krivulja celic DH82. Siva krivulja predstavlja serijo vseh pridobljenih podatkov pri poskusu 
določevanja podvojevalnega časa. Modra krivulja predstavlja serijo podatkov, iz katerih sta izvzeta podatka o 
koncentraciji celic pri 24 in 72h. Pri teh dveh točkah je najverjetneje prišlo do napake pri odvzemu vzorca, 
pri štetju ali pri nacepitvi celic v gojitvene plošče.  
 
Slika 7 predstavlja rastno dinamiko celic DH82. Izrisani sta dve krivulji, siva predstavlja 
serijo vseh podatkov, ki smo jih pridobili pri poskusu določevanja podvojevalnega časa, 
modra krivulja pa predstavlja serijo podatkov, iz katere sta izvzeta podatka (ena ponovitev) 
o koncentraciji celic pri 24 in 72 h. Sklepamo da je v obeh časovnih točkah pri enem 
vzorcu prišlo do velikega odstopanja v koncentraciji celic ali zarad napake pri odvzemu 
vzorca za štetje ali že pri nasaditvi celic v gojitvene plošče. Za izračun podvojevalnega 
časa smo jih zato izločili in upoštevali podatke iz modre krivulje (območje med 48 in 72 
h), saj ta predstavlja značilno obliko rastne krivulje.  
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Pri modri krivulji opazimo različne faze rasti celic. Do 48 h po nacepitvi se celice delijo 
relativno počasi. To je čas, ko se celice še prilagajajo na novo okolje in pritrjujejo na 
podlago in je rast počasnejša. Po 48 h celice preidejo v eksponentno fazo rasti, kjer je rast 
najhitrejša. To je tudi čas, znotraj katerega smo določili podvojevalni čas. Po 72 h se rast 
zopet upočasni, celice preidejo v stacionarno fazo. Celice v tej fazi nimajo več optimalnih 
pogojev za rast, saj v gojišču že primanjkuje hranil.   
Podatki o podvojevalnem času celic DH82 se v literaturi precej razlikujejo. Wellman in 
sod. (1988) so določili 120 h, medtem ko so Figueroa in sod. (2016) določili 43 h. Barnes 
in sod. (2000) so ob spremljanju rastne dinamike celic DH82 dobili krivuljo, ki linearno 
narašča s časom in je brez treh tipičnih faz rasti. Razlike v podvojevalnih časih lahko 
pripišemo uporabi različnih gojišč v dotičnih študijah, saj ima sestava gojišča velik vpliv 
na hitrost rasti celic.  
4.1.2 Spremljanje viabilnosti celic DH82 
 
Tekom glavnega poskusa smo spremljali vpliv okužbe z bakterijo M. canis na viabilnost 
celice DH82. Ob vsakem vzorčenju smo vzeli del suspenzije celice, dodali barvilo tripan 
modro v razmerju (1:1, v/v) in s pomočjo naprave za avtomatsko štetje celic LunaTM 
določili viabilnost celic DH82. Poleg viabilnosti celic, okuženih z mikoplazmami, smo 
spremljali viabilnost celic, katerim smo dodali LPS (pozitivna kontrola) in viabilnost celic, 
ki smo jim dodali PBS (negativna kontrola). Poskus smo izvedli v treh bioloških 
ponovitvah, s tremi tehničnimi ponovitvami (n=9). 
 
 
Slika 8: Viabilnost celic DH82 po okužbi z M. canis. Na grafu je prikazana standardna napaka (n=9). 
 
Slika 8 prikazuje viabilnost celic DH82 tekom celotnega glavnega poskusa. Iz grafa je 
razvidno, da v začetnih urah med okuženimi vzorci, negativno kontrolo in pozitivno 
kontrolo ni statistično značilnih razlik v viabilnosti. Prvih 12 h se viabilnost celic v vseh 
treh tretmajih giba okrog 95 %.  
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Viabilnost celic, ki so bile okužene z M. canis začne padati pri 24 h po okužbi. Iz začetnih 
95 % pade na 91 %. Pri 48 h urah viabilnost pade na 84 % in razlika v viabilnosti, med 
okuženimi celicami in negativno kontrolo, je v tej točki največja. Razlike so statistično 
značilne (p < 0,05).  
Rezultati so v skladu z našimi pričakovanji. M. canis zmanjša viabilnost pasjih celic. Ob 
okužbi pride do propada zgolj določenega deleža populacije sesalskih celic (približno  
25 %), kar je pričakovano za okužbe z mikoplazmami, saj za svoje preživetje potrebujejo 
gostitelja. Dusanic in sod. (2012), ki so raziskovali vpliv Mycoplasma synoviae na 
viabilnost piščančjih hondrocitov, so opazili padec v viabilnosti 72 h po okužbi.   
Pri celicah, ki so bile tretirane z LPS se pri 24 h sicer kaže trend v padcu viabilnosti, 
vendar je razlika v viabilnosti med tretiranimi celicami in negativno kontrolo statistično 
značilna šele pri 48 h (p < 0,05). 
Viabilnost celic, ki so bile tretirane s PBS (negativna kontrola) se tekom poskusov ni  
spreminjala.  
4.1.3 Preverjanje vpliva gojišča za mikoplazme na celice DH82 
 
Med glavnim poskusom smo celice gojili v mešanem gojišču, ki je vsebovalo hranilni 
medij za celice DH82 in tekoče gojišče za mikoplazme, v razmerju 1:1 (v/v). Pred glavnim 
poskusom smo zato preverili, ali ima mešano gojišče vpliv na rast in viabilnost celic 
DH82. Poskus smo naredili samo enkrat, saj je bil enak poskus v laboratoriju že narejen.  
 
 
Slika 9: Vpliv gojišča za mikoplazme na viabilnost celic DH82. 
 
Slika 9 prikazuje viabilnost celic DH82, ki so bile gojene v popolnem gojišču za celice 
DH82 (siva linija) in tistih, ki so bile gojene v mešanem gojišču (rdeča linija). Iz grafa je 
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razvidno, da mešano gojišče nima vpliva na viabilnost pasjih celic. Močan padec v 
viabilnosti celic v mešanem gojišču pri 12 h, je posledica človeške napake pri odvzemu 
vzorca za štetje celic. Naši rezultati so v skladu z rezultati enakega poskusa, ki je bil v 
laboratoriju opravljen predhodno.  
S tem poskusom smo potrdili, da so spremembe v viabilnosti pasjih celic posledica okužbe 
z mikoplazmami in ne gojitvenih pogojev.  
4.1.4 Določanje koncentracije M. canis z metodo štetja kolonij (CFU) 
 
Število živih bakterij M. canis v vzorcih smo določili pred okuževanjem in v različnih 
časovnih točah po okuževanju (3, 6, 12, 24 in 48 h). CFU smo izračunali po formuli 
številka 3. Začetno koncentracijo živih bakterij smo določili pred vsako biološko 
ponovitvijo glavnega poskusa, v treh tehničnih ponovitvah. S tem smo želeli preveriti, 
kakšno je dejansko razmerje med sesalskimi in bakterijskimi celicami pri okuževanju. 
Poleg tega smo želeli preveriti, ali je ponovljivost med tremi biološkimi ponovitvami 
zadovoljiva.  
Zanimalo nas je, kaj se dogaja s številom bakterij tekom glavnega poskusa. Število živih 
bakterij v vzorcu po okuževanju smo določili samo pri tretji biološki ponovitvi, v dveh 
tehničnih ponovitvah.  
 
 
Slika 10: Začetna koncentracija M. canis. 
 
Slika 10 prikazuje koncentracijo M. canis pred okuževanjem. Iz grafa je razvidno, da je 
bila začetna koncentracija živih bakterij v vseh treh bioloških ponovitvah primerljiva. S 
tem smo se prepričali, da je bil postopek priprave bakterijske kulture standardiziran in da 
smo za vse poskuse imeli enako koncentracijo bakterije M. canis, zaradi česar en niz 
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enakih poskusov lahko opredelimo kot biološko ponovitev, različne poskuse pa lahko med 
seboj primerjamo.  
 
Slika 11: Spremljanje koncentracije M. canis v supernatantih. Vsaka točka predstavlja tri tehnične ponovitve 
znotraj ene biološke ponovitve poskusa. 
 
Slika 11 prikazuje časovni potek spreminjanja koncentracije bakterijske kulture M. canis v 
supernatantih tekom tretje biološke ponovitve glavnega poskusa. Iz grafa je razvidno, da 
začetna koncentracija živih bakterij v 3 h po okuževanju pade iz začetnih 3,9  108 na   
7,5  106 CFU/mL. Razlog za relativno hiter padec v viabilnosti bakterijskih celic je 
najverjetneje v tem, da so bile mikoplazme izpostavljene novemu okolju in so potrebovale 
nekaj časa, da se temu prilagodijo. V skladu s tem zaključkom je tudi postopna rast v 
koncentraciji tekom naslednjih 9 h. Druga razlaga padca koncentracije M. canis po treh 
urah poskusa, bi lahko bila tudi ta, da so se v tem času mikoplazme že uspele pritrditi na 
površino pasjih celic. 
 
Ponoven upad v koncentraciji bakterijskih celic se začne med 12 in 24 h po okuževanju, ki 
se najbolj pozna pri 48 h, ko je bila koncentracija M. canis v supernatantih   
7,5  105 CFU/mL. Padec v koncentraciji M. canis tem času, bi lahko bil posledica invazije 
bakterijskih celic v gostiteljske celice. Rezultati so namreč v skladu z literaturo, ki poroča 
o prehodu M. canis v fagocitne in nefagocitne celice po 24 h po okuževanju (Michaels in 
sod., 2016).  
4.2 DOLOČANJE NO V SUPERNATANTIH CELIC DH82 
 
Dušikov oksid (NO) je močan multifunkcionalni metabolit, ki deluje kot nevrotransmiter in 
vazodilatator ter je glavna učinkovina imunskih celic v boju proti patogenom. Ena izmed 
značilnosti makrofagov je izločanje NO pri okužbah in vnetjih (Chi in sod., 2003), zato 
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smo želeli preveriti, ali okužba celic DH82 z M. canis sproži njegovo nastajanje, kar je 
sicer značilno za številne mikoplazme.  
Po številnih poskusih okuževanja celic DH82 z različnimi koncentracijami M. canis nismo 
zaznali povišane koncentracije NO v supernatantih. Sinteze NO ni sprožil niti dodatek LPS 
v gojišče, kljub temu, da je LPS molekula, ki dokazano sproži nastajanje NO v makrofagih 
(Chi in sod., 2003). Prav zato smo se odločili, da naredimo navzkrižne teste, pri katerih 
smo vključili še dve vrsti mikoplazem (M. cynos in M. synoviae) in dve dodatni celični 
liniji (pasjo trajno celično linijo MDCK in kokošjo trajno celično linijo HD11). Za 
pozitivno kontrolo smo uporabili LPS izoliran iz E. coli in LPS izoliran iz S. enterica. 
Negativno kotrolo je predstavljal dodatek PBS v gojišče.   
Rezultati navzkrižnih testov so pokazali, da so vse tri omenjene mikoplazme ter oba LPS 
sposobni indukcije NO v kokošji trajni celični liniji HD11. V supernatantih celic DH82 v 
nobenem primeru nismo zaznali povišane koncentracije NO, glede na negativno kontrolo 
(PBS). Enako tudi v primeru celic MDCK nismo zaznali povišane koncentracije NO. 
S temi rezultati smo prišli do zaključka, da je težava na strani celic DH82. Očitno so celice 
tekom razvoja v trajno celično linijo izgubile določene lastnosti, ki so značilne za primarne 
makrofage. O razlikah med krvnimi makrofagi in celicami DH82 poročajo tudi druge 
skupine (Wellman in sod.,1988; Barnes in sod.,2000; Heinrich in sod.,2015). Naši rezultati 
se skladajo z ugotovitvami Wasserman in sod. (2012), ki v svoji študiji prav tako niso 
zaznali prisotnosti NO v supernatantih celic DH82. 
4.3 MORFOLOŠKE SPREMEMBE CELIC DH82 PO OKUŽBI Z M. canis 
 
Poleg vpliva na viabilnost in izražanje vnetnih genov, smo pri glavnem poskusu spremljali 
morfološke spremembe na celicah DH82 po okužbi z M. canis. Spremembe smo opazovali 
s svetlobnim mikroskopom (200-kratna povečava) ob različnih časovnih točkah. 
Morfološke spremembe celic DH82, ki so bile okužene z bakterijo M. canis, smo 
primerjali s celicami, ki so bile izpostavljene LPS in celicami negativne kontrole, katerim 
je bil dodan PBS.  
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Slika 12: Morfološke spremembe celic DH82 po okužbi z M. canis, dodatku LPS in PBS. Vse slike so 
narejene pri 200-kratni povečavi. 
 
Pri celicah, ki so bile okužene z M. canis, v prvih 12 h ni bilo opaznih izrazitih 
morfoloških sprememb v primerjavi z negativno kontrolo (PBS). Prve morfološke 
spremembe so se začele pojavljati 24 h po okužbi, kar se sklada z rezultati spremljanja 
viabilnosti celic DH82. To je namreč čas, ko je viabilnost pasjih celic začela padati. Celice 
DH82 so 24 h po okužbi očitno večje, nabrekle in bolj zrnate, v primerjavi z negativno 
kontrolo. Opazne so bile tudi že lizirane celice. Po 48 h je bilo v vzorcu še več nabreklih, 
zrnatih in odmrlih celic. 
Pri celicah, ki smo jim v gojišče dodali LPS je bila situacija podobna, kar se zopet sklada z 
rezultati spremljanja viabilnosti pasjih celic. Prve morfološke spremembe so postale 
opazne po 24 h po dodatku LPS in so po 48 h postale še bolj izrazite.  
Morfološke spremembe so posledica interakcije sesalskih celic z mikoplazmami. Pritrditev 
mikoplazem na evkariontske celice ima lahko izrazite citopatske učinke (Rottem in sod., 
2012). Mikoplazme namreč sintetizirajo citotoksične metabolite (peroksid in superoksidovi 
radikali) in citolitične encime, ki lahko porušijo integriteto celične membrane (Almagor in 
sod., 1986; Shibata in sod., 1995; Rottem, 2003). S časom inkubacije se celice DH82 
opazno večajo, nabrekajo, kar je po vsej verjetnosti posledica vakuolizacije celic DH82. 
Določene mikoplazme namreč po okužbi sprožijo vakuolizacijo gostiteljskih celic 
(Borovsky in sod., 1998).  
Michaels in sod. (2016) so med drugim v svoji študiji spremljali tudi morfološke 
spremembe na celicah DH82 po okuževanju z različnimi sevi M. canis. Zanimivo je, da v 
svoji študiji niso opazili nobenih citopatskih učinkov, z nobenim izmed uporabljenih sevov 
M. canis. Razlog za nasprotujoče rezultate bi bil lahko v uporabljenem sevu. Vsi naši 
poskusi so bili opravljeni s kliničnim sevom Larissa, ki je bil izoliran iz vnete pasje vagine, 
medtem ko so Michaels in sod. (2016) v svoji študiji uporabili seve UF31, UF33 in LV 
pridobljenimi iz pasje vagine ter PG14T, ki je bil izoliran iz grla zdravega psa. Kastelic 
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(2016) je v svoji doktorski disertaciji primerjala nevramidazno aktivnost različnih sevov 
M. canis. Najmočnejša nevramidazna aktivnost je bila dokazana ravno pri sevu Larissa. 
4.4 ANALIZA SPREMEMB V IZRAŽANJU VNETNIH GENOV 
 
Vpliv okužbe z M. canis na celice DH82 smo spremljali tudi z analizo sprememb v 
izražanju genov za IL-1, IL-6, IL-8 in NFB. Za spremljanje relativnih sprememb v 
izražanju izbranih vnetnih genov smo uporabili metodo, ki upošteva učinkovitost 
pomnoževanja, za katero so Bolha in sod. (2012) ugotovili, da je primerna za spremljanje 
majhnih razlik v izražanju genov. Metoda temelji na normalizaciji izražanja tarčnega gena 
(v našem primeru zgoraj omenjeni vnetni oz. preučevani geni) na izražanje referenčnega 
gena, ki se stabilno izraža v vseh pogojih (v našem primeru vzdrževalna gena SDHA in 
HRPT1) in primerjavi izražanja normaliziranih tarčnih genov v okuženih vzorcih in 
negativni kontroli. Za zanesljivost metode je potrebno pri analizi uporabiti vsaj dva 
vzdrževalna gena (Pfaffl, 2001; Livak in Schmittgen, 2001; Vandesompele in sod., 2002; 
Pfaffl in sod., 2004; Valasek in Repa, 2005; Yuan in sod., 2006).  
4.4.1 Spremembe v izražanje gena za IL-1β  
 
IL-1β je močan vnetni citokin, ki je ključen pri obrambnem odzivu gostitelja pri okužbah 
in poškodbah. Sintetizira in sprošča se v zgodnjih fazah imunskega odziva na okužbe. 
(Dinarello, 1996; Arango Duque in Descoteaux, 2014).  
 
 
Slika 13: Izražanje gena za IL-1 po okužbi z M. canis. Na grafu je prikazana standardna napaka (n=9).  
* p 0,05. 
 
Slika 13 prikazuje spremembe v izražanju gena za IL-1 pri različnih časovnih točkah. Pri 
celicah, ki so bile okužene z M. canis, se izražanje gena, glede na negativno kontrolo, 
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prične zviševati po 3 h in strmo narašča do zadnje časovne točke. Izražanje gena za IL-1 
se tako v 12 h po okužbi z mikoplazmami poviša za 22-krat, glede na neokužene celice. Pri 
celicah, ki so bile tretirane z LPS, se izražanje IL-1 prav tako s časom povečuje, vendar 
razlike niso tako velike kot pri celicah, ki so bile okužene z M. canis. Po 12 h se izražanje 
poviša za 8-krat glede na negativo kontrolo.  
Wang in sod. (2015) so v svoji študiji raziskovali vpliv bakterije Mycoplasma bovis na 
produkcijo IL-1. Njihovi rezultati se skladajo z našimi, saj se izražanje gena za IL-1 s 
časom povečuje. Vseeno pa so relativne spremembe glede na kontrolo precej manjše, kot v 
našem primeru. Pri njih se nivo izražanja IL-1 po 36 h poviša za okrog 5-krat glede na 
kontrolo. Glede na to, da gre za drugo vrsto mikoplazme, ki sicer povzroča podobne 
zaplete kot M. canis pri drugem gostitelju, bi težko pričakovali identične rezultate. Vseeno 
pa se kaže določena podobnost med obema mikoplazmama, saj obe povzročata postopno 
zviševanje izražanja gena za IL-1. 
Glede na to, da je IL-1 citokin, ki se izraža v začetnih fazah imunskega odziva, smo 
vseeno pričakovali, da bomo dobili višje izražanje v prvih urah po okužbi. Gondaira et al., 
(2015) so raziskovali vpliv okužbe M. bovis na izražanje vnetnih citokinov v enojedrnih 
celicah iz periferne krvi. V primeru IL-1 so, v primerjavi z našimi rezultati, dobili 
drugačen vzorec izražanja. Najvišje izražanje gena za IL-1 je v njihovem primeru v 6 h 
po okužbi in po 12 h pade za skoraj 2-krat.  
Lavrič in sod. (2008) so spremljali vpliv M. synoviae na izražanje vnetnih genov na kokošji 
makrofagni liniji HD11. Gre za mikoplazmo, ki pri kokoših povzroča okužbe 
respiratornega trakta. V njihovem primeru, se izražanje gena za IL-1 že po 1 h poviša za 
približno 16-krat in po 6 h pade na nivo, kjer ostaja do 24 h po okuževanju. Kljub temu, da 
gre v obeh primerih za makrofagno celično linijo, je dinamika izražanja IL-1 popolnoma 
drugačna. Čeprav smo z navkrižnimi testi pri določanju NO v supernatantih dokazali, da je 
M. canis sposobna inducirati vnetni odziv v kokošji makrofagni linji HD11 in M. synoviae 
v celični liniji DH82, ne moremo pričakovati, da bo dinamika izražanja IL-1 v obeh 
primerih podobna.  
Poleg spremljanja izražanja gena za IL-1 bi bilo smiselno preveriti še izražanja IL-1 na 
proteinskem nivoju. Nekatere skupine namreč poročajo (Barnes in sod., 2000), da kljub 
detekciji mRNA za IL-1, v supernatantih niso zaznali proteina IL-1. Potrebno je 
poudariti, da izražanje gena še ne pomeni, da se zrel protein dejansko sintetizira. To je še 
posebej pomembno v primeru IL-1, ki potrebuje več dražljajev, da se iz celice izloči zrel 
protein (Takeuchi in Akira, 2010; Lopez-Castejon in Brough, 2011).  
4.4.2 Izražanje gena za IL-6 
 
IL-6 ima tako vnetno kot protivnetno vlogo in vpliva na procese imunosti, obnove tkiv in 
metabolizma. Spodbuja diferenciacijo celic B v plazmatke, aktivira citotoksične celice T in 
regulira kostno homeostazo (Arango Duque in Descoteaux, 2014).  
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Slika 14: Izražanje gena za IL-6 po okužbi z M. canis. Na grafu je prikazana standardna napaka (n=9).* p 
0,05. 
Slika 14 prikazuje izražanje gena za IL-6 pri različnih časovih točkah. Pri celicah, ki so 
bile okužene z M. canis, že pri 3 urah pride do približno 20-kratnega povišanja izražanja 
gena za IL-6 v primerjavi z negativno kontrolo. Pri šestih urah se izražanje še poveča na 
36-krat, medtem ko pri 12 h opazimo znaten padec v nivoju izražanja.  
Pri celicah, ki so bile tretirane z LPS je pri treh urah nivo izražanja gena za IL-6 skoraj 35-
krat višje kot pri negativni kontroli, vendar že pri šestih urah občutno pade. Po 12 h se 
izražanje ponovno rahlo dvigne za 9-krat v primerjavi z negativno kontrolo.  
Gondaira et al., (2015) so raziskovali vpliv okužbe M. bovis na izražanje več vnetnih 
citokinov v enojedrnih celicah iz periferne krvi. V primeru IL-6 so dobili podoben vzorec 
izražanja kot mi. Pri šestih urah po okužbi je nivo izražanja najvišji, medtem ko pri 12 h 
urah nivo izražanja pade. Spremembe v izražanju so sicer manjše v primerjavi z našimi, 
vseeno pa lahko potrdimo, da je v časovni potek izražanja IL-6 podoben našim rezultatom. 
Barnes in sod. (2000) so ugotovili, da je nivo izražanja in izločanja IL-6 v celicah DH82 
višje kot v normalnih pasjih makrofagih. Prav v tem pa se lahko skriva razlaga, zakaj so v 
našem primeru spremembe v izražanju gena za IL-6 tako višje v primerjavi z drugimi 
študijami.  
Michaels in sod. (2016) so v svoji študiji spremljali vpliv 5 različnih sevov M. canis na 
izločanje nekaterih citokinov na proteinskem nivoju pri  celicah DH82, med drugim tudi 
IL-6. Ugotovili so, da  M. canis lahko sproži vnetni in protivnetni odziv v gostitelju. Za 
kakšen odziv gre, je odvisno od seva M. canis.  
V našem primeru je potek izražanja IL-6 ravno obraten poteku izražanja IL-1. Morda je 
razlog za to prav v inhibiciji IL-1 s strani IL-6, ki ima v imunosti tako vnetno kot 
protivnetno vlogo. Protivnetno vlogo vrši tako, da sproži sintezo antagonista receptorja IL-
1R, ki onemogoča vezavo IL-1 na njegov receptor (Tilg in sod.,1994; Arango Duque in 
Descoteaux, 2014).  
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4.4.3 Izražanje gena za IL-8 
 
IL-8 deluje kot spodbujevalec vnetja (Turner in sod., 2014). Glavna vloga IL-8 je vpoklic 
nevtrofilcev, poleg tega pa je odgovoren tudi za migracijo in aktivacijo monocitov, 
limfocitov, bazofilcev in eozinofilcev na mesto vnetja (Miller in sod,, 1992; Hammond in 
sod., 1995).  
 
 
Slika 15:  Izražanje gena za IL- 8 po okužbi z M. canis. Na grafu je prikazana standardna napaka (n=9). * p 
0,05. 
 
Slika 15 prikazuje izražanje gena za IL-8 pri različnih časovih točkah. Tako pri celicah, 
okuženih z M. canis, kot pri tistih tretiranih z LPS, pri 3 h ni sprememb v izražanju gena za 
IL-8 glede na negativno kontrolo. Pri 6 h se pri celicah, ki so bile okužene z M. canis, nivo 
izražanja dvigne za trikrat in se postopno povečuje vse do 48 h, kjer je izražanje povišano 
za 5-krat glede na negativno kontrolo.  
Pri celicah, ki so bile tretirane z LPS, se nivo izražanja gena za IL-8 postopno povečuje do 
24 h, medtem ko pri 48 h zopet pade na enak nivo kot pri 12 h.  
Zopet lahko naše rezultate primerjamo z rezultati raziskave Gondaira in sod. (2015). V 
primeru IL-8 so dobili drugačen potek izražanja tekom okužbe. V njihovem primeru je 
nivo izražanja gena za IL-8 najvišje 6 h po okužbi, približno 1,5-kratno glede na negativno 
kontrolo. Pri 12 h nivo izražanja pade in se pri 24 h znova dvigne na enako raven, kot pri 6 
h. Vzrok za drugačen potek izražanja, bi lahko bil v modelu, na katerem so spremljali vpliv 
mikoplazme na izražanje citokinov. V njihovem primeru gre namreč za primarne celice, 
medtem ko smo mi vse poskuse opravili na trajni celični liniji.  
43 
Glinšek K. Vpliv bakterije Mycoplasma canis na izražanje vnetnih genov na modelu trajne celične linije DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017  
 
4.4.4 Izražanje gena za NFB 
 
Aktivnost NFB sprožijo bakterijske in virusne okužbe ter vnetni citokini (Oeckinghaus in 
Ghosh, 2009). Ker NFB signalna pot vpliva na izražanje vnetnih citokinov, smo njegovo 
izražanje spremljali tudi mi.  
 
 
Slika 16: Izražanje gena za NFB skozi čas po okužbi z M. canis.  Na grafu je prikazana  standardna napaka 
(n=9).* p 0,05 
 
Slika 16 prikazuje izražanje gena za NFB pri različnih časovih točkah. Pri celicah, ki so 
bile okužene z M. canis, se izražanje začne poviševat pri 3 h in še vedno raste pri 6 h. V 
šestih urah po okužbi se izražanje gena poviša za dvakrat, glede na negativno kontrolo.  
Pri celicah, ki so bile tretirane z LPS je nivo izražanja najvišje pri 3 h, približno 2,5-krat 
glede na negativno kontrolo, medtem ko pri 6 h pade na približno 1,5-krat glede na 
negativno kontrolo.   
V primeru NFB nismo dobili znatnega povišanja izražanja gena. Eden izmed razlogov bi 
lahko bil v tem, da smo njegovo izražanje analizirali samo v prvih šestih urah po okužbi. 
Glede na to, da je signalna pot NFB ena izmed prvih, ki se sproži ob imunskem odzivu na 
okužbo, smo predvidevali, da bomo že v prvih urah zaznali povišano izražanje. Možno je 
tudi, da v tako kratkem času ni prišlo do znatno povišane de novo sinteze gena za NFB, 
saj se ta v obliki neaktivnih dimerov nahaja v citosolu. Ob stimulaciji tako sinteza novih 
molekul NFB ni potrebna, saj se z dimerov sprotijo inhibitorni proteini in aktiven NFB 
lahko potuje v jedro (Oeckinghaus in Ghosh, 2009).  
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Zanimivo bi bilo analizirati izražanje gena za NFB tudi v kasnejših urah po okužbi. 
Dusanic in sod. (2012) so v svoji raziskavi med drugim spremljali tudi izražanje gena za 
NFB v piščančjih hondrocitih po okužbi z M. synoviae. Njegovo izražanje so spremljali v 
daljšem časovnem obdobju, in sicer 24, 48 in 72 h po okužbi. Znatno povišanje izražanja 
so zaznali šele 72 h po okužbi.   
S pridobljenimi rezultati smo dobili delno sliko poteka okužbe evkariontskih celic z M. 
canis. Pri nobenem od izbranih citokinov nismo zaznali takojšnega povišanja izražanja, kar 
je skladu s kliničnimi slikami okužb z M. canis, kjer okužbe s to mikoplazmo povezujejo s 
kroničnimi vnetji. Naši rezultati o viabilnosti celic DH82 po okužbi z M. canis so v skladu 
z načinom življenja mikoplazem. Sicer je prišlo do delnega propada populacije celične 
kulture, a je večinska populacija še vedno preživela, saj mikoplazme za svoje preživetje 
nujno potrebujejo gostitelja. Za podrobnejšo sliko poteka okužbe bi bilo smiselno preveriti 
izražanje citokinov tudi na proteinskem nivoju. Prisotnost mRNA namreč ni dokaz, da 
protein dejansko tudi nastane in se izloča iz celice. Še posebej velja to v primeru IL-1, ki 
za izločanje zrelega proteina iz celice, potrebuje dodaten signal (Takeuchi in Akira, 2010; 
Lopez-Castejon in Brough, 2011). Poleg tega bi v raziskavo lahko vključili še testiranje 
različnih sevov M. canis, saj študije poročajo o sevno-specifičnih odzivih gostiteljskih 
celic na okužbe z M. canis (Michaels in sod., 2016). 
Rezultati spremljanja sprememb izražanja genov za citokine in transkripcijski dejavnik 
potrjujejo našo hipotezo, da in vitro okužba celic DH82 z M. canis vpliva na izražanje 
genov za citokine IL-1β, IL-6, IL-8 in za transkripcijski dejavnik NFĸB. Rezultati 
spremljanja viabilnosti celic DH82 prav tako potrjujejo našo hipotezo, da in vitro okužba z 
M. canis sicer vpliva na njihovo viabilnost, vendar večina populacije celic preživi. 
Koncentracija živih bakterij se je po pričakovanjih tekom okužbe spremenila. Na naše 
veliko presenečenje pa in vitro okužba z M. canis ni sprožila izločanja dušikovega oksida 
iz celic DH82. Z navkrižnimi testi smo pokazali, da je vzrok v izbrani trajni celični liniji in 
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Ob spremljanju vpliva okužbe z bakterijo M. canis na izražanje vnetnih genov pri trajni 
celični liniji DH82 smo prišli do naslednjih zaključkov: 
- Izražanje gena za IL-1β se tekom poskusa povišuje. Iz začetnega 3-kratnega 
povišanja po 3 h, do 22-kratnega povišanja po 12 h po okužbi, glede na negativno 
kontrolo. 
- Izražanje gena za IL-6 je po 3 h povišano za 20-krat in se po 6 h še dvigne na 
približno 34-krat, glede na negativno kontrolo. Po 12 h urah njegovo izražanje pade 
na 9-krat, glede na negativno kontrolo. 
- Izražanje gena za IL-8 se v 3 h po okužbi ne spremeni. Pri 12 h se njegovo 
izražanje poviša za 3-krat in se povečuje do 48 h, ko je njegovo izražanje 5-kratno 
povišano, glede na negativno kontrolo.  
- Izražanje gena za NFB se 1 h po okužbi še ne spremeni. Po 3 h je njegovo 
izražanje povišano za malo manj kot 2-krat in po 6 h se dvigne na približno 2-krat, 
glede na negativno kontrolo.  
 
Viabilnost pasjih celic DH82, ki so bile okužene z M. canis, se v prvih 12 h po okužbi ne 
razlikuje od tistih, ki so predstavljale negativno kontrolo. Padec v viabilnosti se začne 
nekje med 12 in 24 h po okužbi in je najbolj izrazit po 48 h.  
Morfološke spremembe v celicah DH82 postanejo opazne 24 h po okužbi, glede na 
negativno kontrolo. Celice postanejo večje, nabrekle, opazne so bile tudi mrtve celice. 
Koncentracija mikoplazem je v supernatantih padla že takoj po 3 h po okužbi in se nato do 
12 h zopet zviševala. Ponoven drastičen padec v koncentraciji smo zaznali med 24 in 48 h 
po okužbi.  
V supernatantih celic DH82 nismo sprememb v koncentraciji NO. Iz rezultatov navkrižnih 
testov lahko sklepamo, da gre za težavo na strani celic DH82. 
Z nalogo smo potrdili 3 od 4 zastavljenih hipotez. In vitro okužba z M. canis je spremenila 
izražanje genov za citokine in transkripcijski dejavnik v celicah DH82. In vitro okužba z 
M. canis je vplivala na viabilnost celic DH82, vendar jih je večina preživela. Koncentracija 
živih bakterij v gojišču se tekom okužbe je spremenila. Pričakovali smo, da bo M. canis 
spodbudila sproščanje NO iz celic DH82. Rezultati navzkrižnih testov so pokazali, da je 
težava najverjetneje na strani celic DH82, saj je M. canis sposobna sprožiti sproščanje NO 
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Mikoplazme so najmanjši in najenostavnejši organizmi, ki so še zmožni samostojne rasti in 
podvojevanja. Od drugih bakterij se ločijo zaradi odsotnosti celične stene in zmanjšanega 
genoma. Prav zaradi majhnosti genoma so njihove metabolne poti omejene in posledično 
so popolnoma odvisne od svojega gostitelja. V naravi so razširjene kot paraziti, ki 
naseljujejo različne vrste živali in ljudi, pri katerih naseljujejo sluznice repiratornega in 
genitalnega trakta kot tudi eritrocite. Ti mikroorganizmi so razvili molekulske mehanizme 
potrebne za interakcijo z gostiteljevim imunskim sistemom, prenosom in kolonizacijo 
novega gostitelja.  
Okužbe z mikoplazmami navadno niso povezane z močnim vnetnih odzivom, temveč gre 
za kronična obolenja, brez posebnih kliničnih znakov. Prav zato so okužbe z 
mikoplazmami pogosto spregledane in podcenjene.  
M. canis je oportunistični pasji patogen, ki je bil izoliran iz psov z urogenitalnimi 
boleznimi in težavami s plodnostjo. Izolirali so ji tudi iz drugih sesalcev. Večina sevov M. 
canis izloča nevramidaze, ki naj bi mikoplazmam omogočala pritrjevanje na celice in 
prehod skozi celično membrano.  
O virulentnih dejavnikih, patogenosti in vplivu mikoplazem na gostitelja vemo zelo malo. 
Namen naše raziskave je bil ugotoviti, kako okužba z M. canis  vpliva na viabilnost in 
morfologijo ter izražanje vnetnih genov v pasji trajni celični liniji DH82. Viabilnost se v 
prvih 12 h ni spreminjala, glede na negativno kontrolo. Padec v viabilnosti smo zaznali po 
24 h in je bil še bolj očiten 48 h po okužbi. Rezultati spremljanja sprememb na morfologiji 
celic DH82 sovpadajo z rezultati o viabilnosti. Prve morfološke spremembe se začnejo 
pojavljati 24 h po okužbi in so še bolj očitne pri 48 h.  
Spremljali smo tudi koncentracijo živih bakterij v supernatantih celic DH82 tekom okužbe. 
Pri tem smo z metodo štetja kolonij (CFU) zaznali padec v koncentraciji že takoj po 3 h po 
okužbi. Koncentracija se je nato zviševala do 12 h in znova začela padati pri 24 h. Najnižjo 
koncentracijo živih bakterij v supernatantih smo zabeležili 48 h po okužbi. Rezultati 
sovpadajo s podatki iz literature, ki poroča o pritrjevanju M. canis na gostiteljske celice po 
24 h po okužbi.  
Pri spremljanju sproščanja dušikovega oksida v supernatantih celic DH82 nismo zaznali 
nobenih sprememb. Po opravljenih navzkrižnih testih, kjer smo testirali različne vrste 
mikoplazem na različnih tipih evkariontskih celic, smo prišli do zaključka, da razlog tiči v 
izbrani trajni celični liniji. Očitno so celice DH82 tekom generacij izgubile sposobnost 
sintetiziranja oziroma izločanja dušikovega oksida.  
Z uporabo metode PCR v realnem času smo analizirali relativne spremembe v izražanju 
genov za vnetne citokine IL-1β, IL-6, IL-8 in transkripcijski dejavnik NFĸB1. Ugotovili 
smo, da se izražanje gena za IL-1β v prvih 12 h po okužbi postopoma povečuje. Pri 
spremljanju izražanja gena za IL-6 smo opazili postopno zviševanje izražanja do 6 h po 
okužbi in nato padec v izražanju po 12 h. Izražanje gena za IL-8 smo spremljali do 48 h po 
okužbi in zaznali postopno zviševanje izražanja.  
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Z nalogo smo dobili vpogled v potek okužbe z M. canis. Glede nato, da pri analizi 
sprememb v izražanju genov v nobenem primeru nismo dobili hitrega povišanja, lahko 
zaključimo, da so naši rezultati v skladu z literaturo, ki poroča o kroničnih okužbah z 
mikoplazmami, ki ne povzročajo akutnih sprememb na gostitelju. V raziskovo bi lahko 
vključili še analizo nastanka citokinov na proteinskem nivoju in testiranje različnih sevov 
M. canis, saj študije poročajo o za sev specifičnih odzivih gostiteljskih celic na okužbe z 
M. canis. 
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